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,Das Ganze ist mehr als die Summe seiner Teile”

Aristoteles, verkiirzt aus Metaphysik VII 17, 1041b






Zusammenfassung

In den letzten Jahren haben sich hochauflésende Fluoreszenzmikroskopiemethoden,
basierend auf der Lokalisation einzelner Fluorophore, zu einem leistungsstarken Werkzeug
etabliert, um Fluoreszenzbilder weit unterhalb der Auflésungsgrenze zu generieren. Hiermit
kdnnen raumliche Auflésungen von ~ 20 nm erzielt werden, was weit unterhalb der
Beugungsgrenze liegt. Dabei haben zahlreiche Optimierungen und Entwicklungen neuer
Methoden in der Einzelmolekil-Lokalisationsmikroskopie die Genauigkeit der orstspezifischen
Bestimmung einzelner Fluorophore auf bis zu ~ 1 — 3 nm erhoht. Eine Auflésung im
molekularen Bereich, weit unterhalb von ~ 10 nm bleibt allerdings herausfordernd, da die
Lokalisationsgenauigkeit nur ein Kriterium hierfir ist. Allerdings wurde sich in den letzten
Jahren Uberwiegend auf die Verbesserung dieses Parameters konzentriert. Weitere Kriterien
flr die fluoreszenzmikroskopische Auflosung sind dabei unter anderem die Markierungsdichte
und die Kopplungseffizienz der Zielstruktur, sowie der Kopplungsfehler (Abstand zur
Zielstruktur nach Farbstoffkopplung), die sich herausfordernd fiir eine molekulare Auflosung
darstellen. Auch wenn die Kopplungseffizienz und -dichte hoch und der Kopplungsfehler
gering ist, steigt bei Interfluorophordistanzen < 5nm, abhangig von den Farbstoffen, die
Wahrscheinlichkeit von starken und schwachen Farbstoffwechselwirkungen und damit von
Energielibertragungsprozessen zwischen den Farbstoffen, stark an. Daneben sollten
Farbstoffe, abhanging von der Lokalisationsmikroskopiemethode, spezifische Kriterien, wie
beispielsweise die Photoschaltbarkeit bei dSTORM, erfiillen, was dazu fihrt, dass diese
Methoden haufig nur auf einzelne Farbstoffe beschrankt sind. In dieser Arbeit konnte mithilfe
von definierten DNA-Origami Konstrukten gezeigt werden, dass das Blinkverhalten von
Cyaninfarbstoffen unter dSTORM-Bedingungen einer Abstandsabhangigkeit aufgrund von
spezifischen Energielibertragungsprozessen folgt, womit Farbstoffabstdnde im sub-10 nm
Bereich charakterisiert werden konnten. Darliber hinaus konnte diese Abstandsabhangigkeit
an biologischen Proben gezeigt werden. Hierbei konnten verschiedene zelluldre Rezeptoren
effizient und mit geringem Abstandsfehler zur Zielstruktur mit Cyaninfarbstoffen gekoppelt
werden. Diese abstandsabhéanigen Prozesse und damit Charakterisierungen konnten dabei
nicht nur spezifisch fliir die haufig unter dSTORM-Bedingungen verwendeten
Cyaninfarbstoffen giiltig sein, sondern auch auf andere Farbstoffklassen, die einen Auszustand

zeigen, Ubertragbar sein. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass hochauflosende



dSTORM Aufnahmen unabhangig vom Farbstoffkopplungsgrad der Antikorpern sind, welche
haufig fir Standardfarbungen von zellularen Strukturen verwendet werden. Dabei konnte
durch Photonenkoinzidenzmessungen dargelegt werden, dass aufgrund komplexer
Farbstoffwechselwirkungen im Mittel nur ein Farbstoff aktiv ist, wobei hohere
Kopplungsgrade ein komplexes Blinkverhalten zu Beginn der Messung zeigen. Durch die
undefinierten  Farbstoffabstande an Antikérpern konnte hier kein eindeutiger
Energielibertragungsmechanismus entschliisselt werden. Dennoch konnte gezeigt werden,
dass Farbstoffaggregate bzw. H-Dimere unter dSTORM-Bedingungen destabilisiert werden.
Durch die zuvor erwdahnten DNA-Origami Konstrukte definierter Interfluorophordistanzen
konnten Energielibertragungsmechanismen entschlisselt werden, die auch fir die Antikorper
diverser Kopplungsgrade giiltig sind. Des Weiteren konnten, ausgelost durch komplexe
Energielibertragungsprozesse hoherer Kopplungsgrade am Antikorper,
Mehrfarbenaufnahmen zelluldrer Strukturen generiert werden, die Uber die spezifische
Fluoreszenzlebenszeit separiert werden konnten. Dies stellt hier eine weitere Moglichkeit dar,
unter einfachen Bedingungen, schnelle Mehrfarbenaufnahmen zelluldrer Strukturen zu
generieren. Durch die Verwendung des selben Farbstoffes unterschiedlicher Kopplungsgrade
kann hier nur mit einer Anregungswellenlange und frei von chromatischer Aberration
gearbeitet werden. Neben den photophysikalischen Untersuchungen der Cyaninfarbstoffe
Cy5 und Alexa Fluor 647 wurden diese ebenso photochemisch naher betrachtet. Dabei konnte
ein neuartiger chemischer Mechanismus entschliisselt werden. Dieser Mechanismus fiihrt,
ausgelést durch Singulett-Sauerstoff (10,), zu einer Photozerschneidung des konjugierten
Doppelbindungssystems um zwei Kohlenstoffatome, was zu strukturellen und
spektroskopischen Verdnderungen dieser Farbstoffe fiihrt. Auf Grundlage dieses
Mechanismus konnte eine neue DNA-PAINT Methode entwickelt werden, die zu einer

Beschleunigung der Aufnahmezeit fiihrt.



Summary

In recent years, high-resolution fluorescence microscopy methods based on the localization
of individual fluorophores have become a powerful tool for generating fluorescence images
below the diffraction limit. This means that spatial resolutions of ~ 20 nm can now be
achieved, which are far below the diffraction limit. Numerous optimizations and
developments of new methods in single molecule localization microscopy have increased the
localization precision up to ~ 1 - 3 nm. However, a spatial resolution in the molecular range,
far below ~ 10 nm, remains challenging, because the localization precision is only one criterion
for achieving molecular resolution. However, in recent years the main focus has been on
improving this parameter. Additional challenging criteria for achieving molecular resolution
include the coupling density and the coupling efficiency of the target structure, as well as the
linkage error (distance to the target structure after dye coupling). Even if a high coupling
density and coupling efficiency, as well as a low linkage error can be achieved,
interfluorophore distances < 5 nm increase the probability of strong and weak dye interactions
and thus energy transfer processes between the dyes strongly increase. In addition,
depending on the localization microscopy method, dyes should fulfill specific criteria, such as
photoswitchability for dSTORM, which means that these methods are often limited to a few
dyes. In this work it could be shown with the help of defined DNA origami constructs that the
blinking behavior of cyanine dyes follows a distance dependence under dSTORM conditions
due to specific energy transfer processes. With this, dye distances in the sub-10 nm range
could be characterized. In addition, this distance dependency could be shown on biological
samples. Here, different cellular receptors could be efficiently labeled with Cy5 dyes at a low
linkage error. These distance dependent processes and thus characterizations could not only
be specifically valid for cyanine dyes that are frequently used under dSTORM conditions, but
also be transferable to other classes of dyes that show a fluorescence off states. In addition,
it could be shown that high resolution dSTORM images are independent of the degree of
labeling of antibodies, which are often used for standard staining of cellular structures. It could
be shown by photon antibunching measurements that, due to complex strong and weak dye
interactions, only one dye is emitting on average, showing a complex blinking behavior at the
beginning of the measurement with higher degrees of labeling. Due to the undefined distance

between the dyes on antibodies, no clear energy transfer mechanism could be deciphered.



Nevertheless, it could be shown that dye aggregates or H-dimers are destabilized under
dSTORM conditions. The mentioned DNA origami constructs of defined interfluorophore
distances made it possible to decipher energy transfer mechanisms that are also valid for
antibodies of various degrees of labeling. Furthermore, triggered by complex energy transfer
processes at higher degree of labeling on the antibody, multicolor images of cellular structures
could be generated, which could be separated over the specific fluorescence lifetime. This
represents a further possibility to generate fast multicolor images of cellular structures at
simple buffer conditions. Here, by using the same dyes at different degrees of labeling, it is
possible to work with only one excitation wavelength and free of chromatic aberration. In
addition to the photophysical investigations of the cyanine dyes Cy5 and Alexa Fluor 647, the
photochemical behaviour of these dyes was also examined more closely. Here, a novel
chemical mechanism could be deciphered. This mechanism, triggered by singlet oxygen (*0,),
leads to a phototruncation of the conjugated double bond system by two carbon atoms
resulting in structural and spectroscopic changes of this dye. On the basis of this mechanism,

a new DNA-PAINT method could be developed, leading to faster recording times.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Entwicklung optischer Gerdate und Techniken, die es ermdglichen sehr kleine
Komponenten und Objekte, wie beispielsweise Bakterien oder andere Einzeller, vergroRert zu
beobachten und zu analysieren, eroffnete neue Moglichkeiten und Potenziale hin zu
modernen wissenschaftlichen Methoden, Fragestellungen und Untersuchungen. GemaR ihrer
Verwendung, sehr kleine Partikel und Strukturen vergrofRert zu visualisieren, wurden diese
optischen Gerate Mikroskope (griechisch: mikrds , klein“; skopein: ,betrachten”) genannt [1].
Heutzutage sind diese optischen Hilfsmittel ein fester Bestandteil der modernen Wissenschaft
und trugen einen fundamentalen Beitrag zu biologischen und medizinischen Entdeckungen

bei [1].

Die Geschichte des Mikroskops reicht dabei mehrere Jahrhunderte zurilick, wobei die ersten
ihrer Art, im Vergleich zu heutigen Mikroskopen, einen sehr simplen Aufbau verfolgten und
nur aus einem System von wenigen Linsen bestanden [1]. Dieser einfache Aufbau reichte aus,
um erste Entdeckungen und Beobachtungen zu machen und fiihrte zu dem Bestreben diese
optischen Aufbauten weiter zu verbessern. Eine der ersten Pioniere auf diesem Feld der
Mikroskopie, die davon inspiriert waren diese Technik weiter zu verbessern, waren unter
anderem CHRISTIAAN HUYGENS oder EUSTACHIO DivINl, was zu weiteren fundamentalen
Entdeckungen, wie beispielsweise durch ANTONI VAN LEEUWENHOEK oder ROBERT HOOKE, flihrte
[1]. Die beiden letzteren pragten durch ihre Entdeckungen und Beobachtungen mit diesen
optischen Aufbauten das Feld der klassischen Biologie, schafften bis heute giiltige und
fundamentale Standards und legten den Grundstein der modernen biologischen
Wissenschaft. In den folgenden Jahrhunderten wurde durch intensive Forschungen an diesen
optischen Aufbauten das physikalische Verstandnis stetig vorangetrieben, was letztendlich zu
einer erhohten Leistungsfahigkeit dieser optischen Aufbauten, u. a. mithilfe von verbesserten
Linsen oder der Einfiihrung von Immersionsobjektiven, fihrte [1, 2]. Doch auch durch
Verbesserungen der optischen Komponenten der Mikroskope stiel8 die Leistungsfahigkeit in
Bezug auf die Auflosung sukzessiv an ihre Grenze. Als einer der ersten Pioniere auf diesem
Feld erkannte ERNST ABBE, dass die Auflésung des Mikroskops nicht durch die Qualitat ihrer
optischen Komponenten beschrankt ist, sondern hauptsachlich durch die Wellenlange des
verwendeten Lichts, sowie der numerischen Apertur (dem Offnungswinkel, in dem das

einfallende Licht eingefangen wird) des Objektivs limitiert ist und belegte mathematisch, dass
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die theoretische maximale laterale Auflosung eines Lichtmikroskops fir sichtbares Licht

aufgrund von Beugungseffekten auf ~ 200 Nanometer (nm) begrenzt ist [3, 4].

Parallel dazu setzte GEORGE GABRIEL STOKES im 19. Jahrhundert mit der Beobachtung und
Entdeckung eines photophysikalischen Phdanomens, dass er selbst ,Fluoreszenz“ nannte,
einen neuen Meilenstein in den modernen Lebenswissenschaften [5]. Anfang des 20.
Jahrhunderts nutzte Aucustus KOHLER zufallig die Fluoreszenz bei seinen Mikroskopiearbeiten,
als er, gemaRk den mathematischen Begriindungen von ERNST ABBE, das Auflésungsvermogen
eines Lichtmikroskops ausreizen und verbessern wollte, indem er seine Praparate mit UV-Licht
anregte um sie dann fotografisch zu dokumentieren und festzuhalten [1]. Wenig spater wurde
eines der ersten Fluoreszenzmikroskope u.a. von OskKAR HEIMSTADT wissenschaftlich vorgestellt,
das, ebenso wie bei der Arbeit von AuGustus KBHLER, mit UV-Licht arbeitete [6]. In den
darauffolgenden Jahren wurden erstmals, u. a. von STANISLAUS VAN PROWAZEK,
Fluoreszenzfarbstoffe fir mikroskopische Arbeiten benutzt [1, 7]. Die Kombination aus
fluoreszenzfahigen Molekiilen und Lichtmikroskopen ldutete die Zeit neuer moderner
Techniken der Mikroskopie ein und flihrte zu komplexen Aufbauten der optischen
Komponenten der Mikroskope. Das Auflésungsvermogen dieser Fluoreszenzmikroskope
bleibt jedoch weiterhin limitiert. Durch die Arbeiten von JOHN WILLIAM STRUTT, 3. BARON RAYLEIGH
und von HERMANN VON HEeLmMHOLTZ wurde mathematisch beschrieben, dass die laterale
Auflésung, dhnlich wie bei den Erkenntnissen von ERNST ABBE, physikalisch auf wenige
hunderte Nanometer begrenzt ist [8, 9]. Diese physikalische Begrenzung der Auflésung in der
Fluoreszenzmikroskopie wurde, gemaR seinen Arbeiten und Erkenntnisse, als Rayleigh-
Kriterium festgehalten [1, 8, 9]. Dieses Kriterium beschreibt, dass zwei selbstleuchtende
punkfoérmige Lichtquellen, wie Fluoreszenzfarbstoffe, ein spezifischen Beugungsmuster
aufgrund der wellenlangenabhéangigen Lichtbrechung an den optischen Komponenten
aufweisen, und einen gewissen Mindestabstand zueinander aufweisen mussen, damit diese
Punktlichtquellen  getrennt  wahrgenommen werden konnen [8, 9]. Diese
wellenlangenspezifischen Beugungsmuster werden allgemein als Beugungsscheibchen oder
Punktspreizfunktion (PSF) bezeichnet [9]. Nach diesem Kriterium ist es vereinfacht gesagt in
der Fluoreszenzmikroskopie physikalisch nicht moglich zwei Lichtpunkte getrennt aufzulésen,
die naher als die halbe Wellenldange ihres ausgesendeten Lichtes entfernt sind, was

demzufolge eine maximale laterale Auflésung von ~ 200 nm entspricht [9, 10].
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In den letzten Jahrzehnten wurde durch intensive Forschungen, sowohl im Bereich der
Fluoreszenzfarbstoffe, als auch im Bereich der Mikroskopie, zahlreiche mikroskopische Techniken
etabliert, die es ermdglichen, dass physikalisch limitierte Aufldsungsvermogen der Mikroskope zu
umgehen. Hierdurch wurde erneut ein weiterer Meilenstein fir die Lebenswissenschaften
erreicht, der es u. a. ermoglicht einen detailierten Einblick in den zelluldren Aufbau zu geben und
dariiber hinaus zelluldre Abliufe optisch sichtbar zu machen. Dies ldutete eine neue Ara der
Mikroskopie ein und brachte das Feld der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie hervor, das
fir biologische und medizinische Forschungen von groRer Bedeutung und groRem Nutzen ist.
Diese mikroskopischen Techniken setzen das Rayleigh-Kriterium nicht auBer Kraft, sondern
umgehen dieses, indem sie die Zustande der Fluoreszenzfarbstoffe raumlich und/oder zeitlich
aktiv andern und Uberflihren [10]. Eine dieser Teckniken, die den Zustand der Fluorophore
raumlich aktiv andert, ist beispielsweise die ,,stimulierte Emissionsverarmung” (engl.: ,stimulated
emission depletion”, kurz STED), die es durch technische Vorgehensweisen und dem Aufbau des
Mikroskops ermoglicht, Punktlichtquellen, die unterhalb des Rayleigh-Kriteriums liegen, raumlich
aufzulésen [11, 12]. Dabei wird die Emission eines aktiv angeregten Fluorophors durch intensives
Einstrahlen energiedarmerer Wellenldange kinstlich provoziert und abgeregt, wobei die
Punktlichtquelle bzw. die Punktspreizfunktion damit drastisch verkleinert wird und dardurch die
raumliche Auflosung verbessert wird [10, 11, 12]. Diese Methode wird aufgrund ihres
Funktionsprinzips zu den sogenannten Lreversibel sattigbaren optischen
Fluoreszenziibergangen” (engl.: ,reversible saturable optical linear fluorescence transitions”, kurz
RESOLFT) gezahlt [10]. Eine weitere Methode zur Umgehung der Auflésungsgrenze ist das
zeitliche separieren der Emission der Fluorophore [10, 13]. Dabei kann u. a. wie bei der
,photoaktivierten Lokalisationsmikroskopie” (engl.: , photoactivated localization microscopy”,
kurz PALM) durch zusatzliches Einstrahlen einer Wellenldnge die Fluoreszenz eines Farbstoffes
aktiviert (Photoaktivierung) oder in eine andere Wellenlange umgewandelt (Photokonvertierung)
werden, oder wie bei der Methode ,,direkte stochastische optische Rekonstruktionsmikroskopie”
(engl.: , direct stochastic optical resonstrucion microscopy”, kurz dSTORM) die Uberginge der
Farbstoffe zwischen einem stabilen nicht fluoreszierenden Zustand und einen fluoreszierenden
Zustand photochemisch reversibel provoziert werden und somit die Anzahl der
fluoreszenzfahigen Farbstoffe stochastisch kontrolliert werden [10, 14, 15, 16]. Diese Methoden
werden zu der stochastischen Lokalisationsmikroskopie gezahlte. Durch geeignete Algorithmen

kann der Masseschwerpunkt und damit das Zentrum der PSF der aufgenommenen Punktemitter
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bestimmt und lokalisiert werden [13, 14, 15, 16]. Somit wurde es u. a. mit diesen Methoden
ermoglicht, die Auflésungsgrenze der Fluoreszenzmikroskopie zu umgehen und eine laterale
Auflésung von ~ 10 - 20 nm zu realisieren, die aber mit diesen erwdhnten Methoden
mathematisch unbegrenzt ist [10, 11, 12, 13, 14, 15]. Durch weitere technische Innovationen und
Verbesserungen wurde es auch ermdoglicht nicht nur lateral, sondern auch axial die Auflésung
drastisch zu verbessern und somit auch hochaufgeldste dreidimensionale Bilder und Aufnahmen
von biologischen Proben zu erzeugen, wobei die axiale Reichweite durchaus begrenzt ist [17, 18,
19]. Darliber hinaus ist es nicht nur moglich sich auf einen Farbstoff und dessen
Emissionwellenlange zu beschranken, sondern die heutigen Methoden sind durchaus darauf
ausgelegt auch hochaufgeldste Aufnahmen mit mehrere Farbstoffe verscheidener Wellenlangen
oder auch der selben Wellenlange sowohl lateral, als auch axial simultan zu erzeugen, um
beispielsweise Proteininteraktionen zu analysieren [19, 20, 21, 22, 23]. Die Anzahl der moglichen
Farbstoffe ist allerdings begrenzt, da sich nicht jeder Farbstoff, aufgrund seiner
photophysikalischen Eigenschaften, gleich gut fir eine Methode eignet und meistens, wie bei
Mehrfarben-dSTORM, ein Kompromiss der photochemischen Bedingungen gefunden werden
muss [21]. Dabei ist man nicht mehr nur auf die Emissionsintensitdt beschrankt, sondern kann
sich weitere photophysikalische Eigenschaften der Farbstoffe, wie beispielsweise die

Fluoreszenzlebenszeit, zu Nutze machen [24, 25].

Die beschriebenen Methoden gehen bei der Markierung der zu analysierenten Zielstrukturen
meistens nach einem gangigen gut etablierten Standardverfahren vor. So wird die gewiinschte
Interessenstruktur mittels Immunofluoreszenzfarbung, bestehend aus einem primaren
Antikorper, der die Zeilstruktur bindet, und einem sekunddren Antikérper, der den primaren
Antikorper bindet, markiert. Dabei ist der sekunddre Antikorper meistens Uber eine N-
Hydroxysuccinimid Ester (NHS-Ester), der mit den primaren Aminen des Antikorpers reagiert, mit
einer Vielzahl von fluoreszierenden Farbstoffen kovalent modifiziert [26]. Uber eine solche NHS-
Reaktion kénnen relativ simpel alle gewlinschten Zielstrukturen, die eine Aminfunktion tragen,
wie beispielsweise Proteine, mit Farbstoffen gekoppelt werden und somit fir die gewlinschte
hochauflésende Fluoreszenzmethode prapariert werden [26]. Dabei ist allerdings nicht
kontrollierbar, wo die Farbstoffe und wie viele Farbstoffe an das gewlinschte Zielprotein binden,
da die NHS-Ester mit allen frei zuganglichen Lysinen und deren primdren Aminen reagieren
kénnen [26, 27]. Da die GrolRe eines hierbei tblich genutzten Immunglobulin G Antikorpers (IgG)

im unteren zweistelligen Nanometerbereich liegt (~ 10 nm), ist die Wahrscheinlichkeit gegeben,
4
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dass Farbstoffe in unmittelbarer raumlicher Ndhe binden und miteinander interagieren konnen,
was zur Bildung von Farbstoffaggregaten und damit auch zu zahlreichen
Energieannihilationsprozessen flihren kann [28, 29, 30]. Des Weiteren ist es auch moglich, dass
das Epitop der Antikorper, das fur die Bindung an die Zielstruktur verantwortlich ist, durch
Farbstoffkopplungen blockiert wird und damit die Bindungsaffinitat des Antikdrpers negativ
beeinflusst wird [31]. Daher ist man darauf bestrebt, den Farbstoffkopplungsgrad (engl.: ,,Degree
Of Labeling”, kurz DOL) mdoglichst im mittleren einstelligen Bereich zu halten, um einerseits die
negativen Effekte wie Energieannihilationsprozesse oder niedrigere Bindungsaffinitaten des
Antikorpers zu vermeiden und andererseits dennoch eine Vielzahl von Fluoreszenzfarbstoffen zur
Verfligung zu haben, die fiir ausreichend hohe Emissionsintensitdten sorgen [31]. Da die laterale
Auflosung der bereits beschriebenen Mikroskopiemethoden im unteren zweistelligen
Nanometerberich liegt, flieRen hier auch u. a. Fehler bzw. Ungenauigkeiten aufgrund der GréRe
der Markierungsmethoden mit ein [32, 33]. So ist es einerseits beispielsweise moglich, dass
Proteine, die in unmittelbarer Nachbarschaft liegen, aufgrund der GrofRe eines Antikorpers,
sterisch nicht von diesen gebunden werden kdnnen. Andererseits muss der Fehler der GroRe der
Markierungsmethode, beispielsweise die GroRe eines Antikdrpers, und damit die Distanz zur
analysierenden Zielstruktur bertcksichtigt werden. Dartiber hinaus sollte die Zielstruktur auch fir
die Markierungsmethode zuganglich sein, was bei Proteinanalysen in Membranstrukturen mittels
Immunofluoreszenzfarbung durchaus hinderlich sein kann. Daher haben sich andere
Markierungsmethoden, wie beispielsweise die sog. ,Klick-Chemie“ etabliert, die es u. a.
ermoglicht gewlinschte Zielstrukturen direkt spezifisch mit Farbstoffen zu markieren und dabei
die Distanz der Markierung zur Interessensstruktur auf ein Minimum zu reduzieren [34]. Dabei
kann die Zielstruktur direkt bei der Proteinbiosyntese der Zelle mit einem Trans-Cycloocten (TCO)
modifiziert werden [34, 35]. Dieses kann anschlieRend mit einem Tetrazin modifizierten Farbstoff
Uber eine inverse Elektronenbedarfs-Diels-Alder-Reaktion (engl.: ,inverse electron demand diels
alder”, kurz IEDDA) gekoppelt und somit die Zielstruktur mit einem Fluorophor markiert und fir
die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie prapariert werden [36, 37, 38]. Bei dieser Methode
ist spezifisch kontrollierbar wo die Farbstoffe binden und wie viele Farbstoffe binden kénnen [34,

35, 36, 37, 38].

Fiir viele wissenschaftliche Analysen in der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie ist die
Immunofluoreszenzfarbung, auch trotz des relativ hohen Fehlers der Distanz zur Zielstruktur,

ausreichend und findet dort u. a. auch wegen der relativ einfachen Handhabung dieser
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Markierungsmethode breite  Anwendung. Dabei sollte, beispielsweise fiur die
Mikroskopiemethode dSTORM, eine ideale Probe sowohl eine hohe Markierungsspezifitat zur
Zielstruktur, einen geringen Grad unspezifischer Markierungen, als auch eine hohe
Fluoreszenzintensitat und ein gutes Blinkverhalten der Farbstoffe, bestehend aus einem
langlebigen nicht fluoreszierenden Zustand (Zeitskala: Sekunden [s]) und einen kurzlebigen
fluoreszierenden Zustand (Zeitskala: Millisektunden [ms]), flr eine prazise Lokalisierung
aufweisen. In realen Proben ist dies haufig gegeben, dennoch kdnnen starke Abweichungen in
der Fluoreszenzintensitat, Markierungsspezifitit und dem Blinkverhalten der Farbstoffe
beobachtet werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen durch photophysikalische Effekte u. a.
durch die zu markierende Zielstruktur selbst und deren Mikroumgebung oder durch
Farbstoffinteraktionen, negativ oder positiv beeinflusst werden. Der Einfluss des Labelgrades der
Antikérper auf das photochemische Blinkenverhalten der Farbstoffe oder auf die laterale
Auflésung der hochauflésenden Rekonstruktionsmikroskopiemethode dSTORM wurde dabei
weitestgehend nicht betrachtet. Dieser Effekt auf die hochauflésende
Fluoreszenzmikroskopiemethode dSTORM soll als Teil dieser Dissertation naher beleuchtet und
analysiert werden. Dariiber hinaus soll hier das photophysikalische und photochemische
Verhalten von Cyaninfarbstoffen naher beleuchtet und verstanden werden. Dabei gilt ein
besonderes Augenmerk dem photophysikalische Blinkverhalten der Cyaninfarbstoffe zu
verschiedene Distanzen, was Uber definierte DNA-Origami Konstrukte naher analysiert wird.
Dariber hinaus ist literaturbekannt, dass es, abhangig von der Farbstoffklasse, bei Anregung
dieser zu photochemischen Effekten der Farbstoffe kommen kann, die die photophysikalische
Eigenschaften beeinflussen und damit unter anderem Mehrfarbenexperimente negativ
beeintrachtigen kdnnen [39]. Dieses Phanomen soll als weiterer Teil dieser Arbeit auch fiir die in
der Einzelmolekdl-Lokalisationsmikroskopie dSTORM haufig verwendeten Cyaninfarbstoffe naher
betrachtet werden. In Abbildung 1 ist eine schematische Ubersicht aller Kernaspekte dieser Arbeit

aufgefiihrt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Kernelemente und Teilaspekte dieser Arbeit. Der fir diese Arbeit
hauptsachlich verwendete Fluoreszenzfarbstoff ,,Cyanine 5“ ist im Zentrum angefarbt dagestellt. Untersuchung des
Einflusses des  Farbstoffkopplungsgrades von sekunddren  Antikérpern fir die hochauflésende
Einzelmolekillokalisationsmikroskopie (links). Zu sehen ist ein mehrfach markierter Antikorper, der Uber
Energielibertragung angeregter Farbstoffe benachbarte Farbstoffe beeinflusst, was durch
Photonenkoinzidenzanalysen unter dSTORM Ublichen Photoschaltpuffern ersichtlich ist. Mittels DNA-Origami
Technologie hergestellte 4fach markierte DNA Hilfsstrukturen zur Analyse der photophysikalischen Eigenschaften
sich annahernden Farbstoffen unter dSTORM-Bedingungen (oben). Molekulare Entschliisselung eines neuartigen
chemischen Mechanismus, der dazu fiihrt, dass der verwendete Cyaninfarbstoff, unter gewissen Bedingungen, eine
Anderungen der spektroskopischen Eigenschaften zeigt (rechts), was zu Fehlinterpretationen in Férster-Resonanz-
Energielibertragungs- oder Mehrfarbenexperimenten fiihren konnte. Diese Phanomene und Analysen sind wichtige
Bausteine beim Verstandnis und der Verbesserung des Auflésungsvermogens von
Lokalisationsmikroskopiemethoden, wie beispeilsweise die Einzelmolekiillokalisationsmikroskopiemethode
dSTORM, deren Potential im unteren Abschnitt der Abbildung zu sehen ist, wobei hier ein konventionelles
Fluoreszenzbildes, von immunomarkierten Mikrotubuliestrukturen, mit dem hochaufgel6sten rekonstruierten
dSTORM-Bild, des selben Ausschnittes, tiberlagert wurde.

In diesem Zusammenhang soll abschlieRend auch die Idee eines sog. ,,Superemitter”, bestehend
aus diversen chemisch sythetisierten und mit Farbstoff gekoppelter Dendronsysteme
(altgriechisch: thenthron ,, Baum®), die die absorpierte Energie in Form von Emission gebiindelt

abgeben konnten, diskutiert werden.
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2 Theorie

Im folgenden wird der fir diese Arbeit wichtige theoretische Hintergrund naher vorgestellt. Dabei
sollen vor allem photophysikalische Effekte und Grundlagen, wie Absorption, Emission und
Fluoreszenzlebensdauer, sowie die Methoden dSTORM und Fluoreszenzlebensdauermikroskopie
genauer betrachtet werden. Des Weiteren werden die in dieser Arbeit verwendete molekulare

Hilfsstrukturen wie DNA-Origami und Dendrons naher erlautert und beschrieben.

2.1 Grundlagen der Fluoreszenz

Die in diesem Kapitel beschriebenen photophysikalischen Phanomene und Effekte wurden der
Lehrliteratur entnommen und kénnen im Detail, flir das weitere physikalische Verstandnis, dort

nachgelesen und vertieft werden [40, 41, 42, 43, 44].

2.1.1 Absorption und Emission

In der Physik wird Licht als elektromagnetische Strahlung beschrieben, die sowohl Wellen, als
auch Teilchencharakter besitzt, was allgemein als Wellen- und Teilchendualismus bekannt ist. Die
elektromagnetische Strahlung besitzt dabei, abhangig von ihrer Wellenldnge (Skala: nm),
verscheidene Energieniveaus. Je kiirzer die Wellenldange der elektromagnetischen Strahlung,
desto hoher ihr Energiegehalt. Die elektromagnetische Strahlung bzw. Teilchen (Photonen)
kann/kénnen dabei mit Materie interagieren und ihre Energie an diese Ubertragen. Dieses
photophysikalische Phanomen wird als Absorption bezeichnet. Die Strahlung, die absorpiert
werden kann, ist dabei von der atomaren Zusammensetzung der Materie abhangig. Die Atome
besitzen, je nach Art des Atoms, unterschiedliche Orbitale und Anzahlen von Elektronen. Jedes
Elektron eines Atoms besitzt dabei, u. a. abhangig von der Distanz zum Atomkern, diverse
Energieniveaus und kann mithilfe von Energiezufuhr in ein hoheres Energieniveau angehoben
werden. Ein Elektron besitzt dabei einen Zustand niedrigster Energie, den es bevorzugt einnimmt.
Dieses Energieniveau wird dabei als Grunzustand (So) bezeichnet. Dieses Elektron kann in ein
hoheres Energieniveau (Sn) versetzt werden, wenn die Energie der aufzunehmenden
elektromagnetischen Strahlung den Unterschied zwischen diesen Zustdanden entspricht. Diese
Energie kann mithilfe der Planckschen Gleichung berechnet werden (Formel 1), wobei AE die

Differenz der Energieniveaus, h das plancksche Wirkumsquantum, v die Frequenz der
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elektromagnetischen Strahlung, A die Wellenldange der Strahlung und c die Lichtgeschwindigkeit

im Vakuum ist.
hc
AE:ESn_ESOZhVZT (1)

In der Mikroskopie werden haufig Farbstoffe eingesetzt, die aus einem delokalisierten
Elektronensystem (m-Elektronensystem) bestehen. Dabei ist ein Elektron nicht an einem genauen
Ort lokalisiert, sondern die Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines Elektrons erstreckt sich tber
mehrere Atome, was auch als Elektronenwolke bezeichnet wird. Molekile mit diesen
Eigenschaften lassen sich besonders leicht mit Photonen des sichtbaren Spektrums (~ 350 - ~ 800
nm) anregen und damit Elektronen in ein hoheres Energieniveau Uberfiihrt werden. Die
Absorptionsbanden dieser Molekiile zeigen dabei keine scharfe Linien, sondern ein breiteres
Spektrum Uber mehrere 10 - 100 nm, ausgelést durch zahlreiche verschiedene
Schwingungsenergieniveaus der Elektronen innerhalb des Grund- und angeregten Zustandes. Die
Anregung eines Elektrons in ein héheres Energieniveau erfolgt dabei im Femtosekundenbereich
(10°%>s) und ist damit schneller, als das sie vom Atomkern realisiert werden kann, was durch die
BORN-OPPENHEIMER Ndherung beschrieben ist. Neben der nétigen Enerige zum Anregen eines
Elektrons, ist auch die Ubereinstimmung bzw. Kompatibilitidt der Schwingungsfunktionen der
Energien des Elektrons im Grund- und angeregtem Zustand Vorraussetzung. Demzufolge ist nach
dem Frank-Condon Prinzip die Wahrscheinlichkeit bestimmter Elektroneniibergiange héher und
finden daher bevorzugt statt. Dies trifft auch fir die Relaxation des angeregten Elektrons in den
Grundzustand zu. Neben zahlreichen strahlungslosen Ubergidngen in den Grundzustand, ist es
auch wahrscheinlich, dass die absorpierte Energie in Form der Emission eines Photons abgegeben
wird. Diese Emission eines Photons wird dabei als Lumineszenz bezeichnet und kann, je nach Art
des angeregten Zustandes, in Phosphoreszenz und Fluoreszenz unterteilt werden. Dabei spielt die
Rotationsrichtung der angeregten Elektronen eine wichtige Rolle. So erfolgt die Phosphoreszenz
aus dem Ubergang, eines sich im Triplettzustand (T) befindlichen Elektrons, in den Grundzustand
(So), was Anderungen der Rotationsrichtungen des Elektrons vorraussetzt. Der Ubergang eines
Elektrons in einen Triplettzustand (Tn) und zurlick in einen Singulattzustand st
Quantenmechanisch verboten, was bedeutet, dass dieser Ubergang bzw. Interkombination (engl.:
intersystem crossing , kurz ISC) mittels Rotationsrichtungsdanderung mit einer geringen
Wahrscheinlichkeit stattfindet und dariiber hinaus ein relativ langlebiger Prozess, der im Bereich

von Millisekunden (ms) bis Stunden (h) liegt. Die Fluoreszenz erfolgt ohne Anderung der
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Rotationsrichtung des Elektrons und geht aus der Relaxation des angeregten Elektronenzustands
(Sn) in den Grundzustand (So) hervor. Die energieabhingigen Uberginge der Zustinde eines
Elektrons oder eines Molekiils kann mithilfe eines JAB:ONskI-Diagramms illustriert werden, was in
Abbildung 2 A dargestellt ist. Die Fluoreszenz erfolgt dabei normalerweise aus dem angeregten
Elektronenzustand (S») mit dem niedrigsten vibronischen Energieniveau (S1), was durch die KAsHA-
Regel beschrieben ist. Die Relaxation des Schwingungszustandes aus einem hdheren
Energienieveau (Sn) in das niedrigste Energieniveau des angeregten Zustandes (S1), Uber innere
Konversion bzw. Umwandlung (engl.: internal conversion, kurz: IC), erfolgt dabei im Femto- bis
Picosekundenbereich (1012 — 107'> s). Aufgrund von Schwingungsrelaxationen innerhalb eines
Elektronenniveaus, ist die Energie der emittierten Strahlung niedriger als die Energie der
aufgenommenen Strahlung. Dieses Phdanomen verursacht, ein zum Absorptionsspektrum

rotverschobenes Fluoreszenzspektrums, was auch als Stokes-Verschiebung bekannt ist (Abb. 2 B).

Stokes Verschiebung

A .
------- Absorption
s Fluoreszenz

-
3 T -
8 3
] L
9 =
2 i
c ‘@
2 g
a0
5 £
2 -
w

Absorption

s Fluoreszenz
s Phosphoreszenz
= === Vibronische Relaxation
(engl.: internal conversion, kurz: IC)
= Interkombination
(engl.: inter system crossing, kurz: 1SC)
Distanz (a. u.) Wellenldnge (nm)

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Prinzips der Absorption und Emission von Farbstoffen. A) Erweitertes
JABtONSKI-Energiediagramm der Anregungs- (blauer Pfeil) und Relaxationspfade von Elektronen eines Molekiils
oder Atoms, bestehend aus vibronischen Relaxationen (violette Pfeile), Phosphoreszenz (roter Pfeil), Fluoreszenz
(griner Pfeil), sowie Interkombination (graue unterbrochene Pfeile). Dieses JABLONSKI-Diagramm beriicksichtigt
schematisch auch das FRANK-CONDON Prinzip, gezeigt durch die Energielevel der vibronischen Niveaus auf der y-
Achse, wobei die verschiedenen Schwingungsniveaus durch v charakterisiert sind, sowie die BORN-OPPENHEIMER
Ndherung, angedeutet durch die Distanz des betrachteten Elektrons zu dessen Atomkern auf der x-Achse. In
Anbetracht des Eigendrehimpulses (engl.: spin) des betrachteten Elektrons (Pfeile in den Boxen), ist der
Singulettzustand hier durch S und der Triplettzustand durch T gekennzeichnet, wobei So den Grundzustand und S:
und T1 das erste Anregungsniveau des jeweiligen ,Spin“-abhdngingen Zustandes des Elektrons bezeichnet. B)
Schematische Darstellung der, durch vibronische Relaxation, resultierenden STOKES-Verschiebung zwischen
Absorption und Fluoreszenz eines beispielhaften Farbstoffes, was zu einer Energiedifferenz des absorpierten und
emittierten Photons fuhrt. Dies ist auch in A zu erkennen.

10



Theorie

2.1.2 Extinktionskoeffizient, Fluoreszenzquantenausbeute und -lebenszeit

Zu den bedeutensten Parametern eines Fluorophores ziahlt die Fluoreszenzquantenausbeute
(engl.: quantum yield, QY), die Fluoreszenzlebenszeit (t) und der molare Extinktionskoeffizient
(€). Dies sind spezifische Paramerter eines fluoreszenzfahigen Molekiils, die u.a. dazu dienen,
diese Molekile aussagekraftig zu vergleichen. Als molaren Extinktionskoeffizienten (€) wird die
Effizienz eines Molekils bezeichnet, mit entsprechender elektromagnetischer Strahlung zu
interagieren und diese zu absorpieren. Dieser Parameter ist charakteristisch fir das
entsprechende Molekiil und ist dabei abhangig von der jeweiligen atomaren Zusammensetzung
des Molekiils. Kleine chemische Veranderungen, beispielsweise durch geladene Seitenreste,
kdnnen einen groRen Einfluss auf die Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Elektronen des
absorptionsfahigen Bereichs eines Molekiils haben und damit die Absorptionsfahigkeit dieses
Molekiils, sowie die photophysikalischen Eigenschaften, maligeblich beeinflussen. Ein weiterer
spezifischer Parameter eines Fluorophores ist die Fluoreszenzquantenausbeute (QY). Dieser
Parameter gibt das Verhaltnis der emittierten Photonen zu den absorpierten Photonen an und
damit die Wahrscheinlichkeit des Fluorophores, nach Anregung, die Energie in Form der
Aussendung eines Lichtteils abzugeben. Dabei werden samtliche Relaxationswege des
Fluorophores bericksichtigt (siehe Abb. 2A). Dies kann vereinfacht nach Gleichung 2 berechnet

werden.

kr

QY = (2)

Ky+Knr

Wobei k: die Zeitkonstante der radiativen Relaxation und knr die Zeitkonstante strahlungsloser
Ubergangsprozesse ist. Zu diesen nicht radiativen Relaxationen zdhlen allgemein simtliche
Ubergangspfade in den Grundzustand, die es ermdglichen, dass das angeregte Elektron seine
Energie ohne Aussendung eines Photons, beispeilsweise durch Schwingungs- und/oder
Rotationsenergie, an die Umgebung abgiebt. Dabei kann knr noch weiter unterteilt werden und
Gleichung 2 um ein weiteres wichtiges photophysikalisches Phdnomen, die Fluoreszenzldschung

(siehe Abschnitt 2.1.3.) erweitert werden.

Ein weiterer wichtiger spezifischer photophysikalischer Parameter, der ebenfalls von den
Ratenkonstanten der radiativen und nicht radiativen Relaxationspfade eines angeregten Elektrons

abhéanging ist (siehe Gleichung 3), ist die Fluoreszenzlebenszeit (t).

1
’l' =
K+ kny
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Die Fluoreszenzlebenszeit gibt dabei die mittlere Verweildauer eines Elektron im angeregten
Zusand an, bevor es durch radiative Energieabgabe wieder in den Grundzustand zurtickkehrt.
Diese Zeit ist ausschlaggebend fiir weitere photophysikalische Phanomene, da u. a. bei langer
Verweildauer im angeregtem Zustand auch die Wahrscheinlichkeit weiterer Relaxationspfade
ansteigt, die zur radiativen Relaxation konkurrierend sind. Darliber hinaus sind die
Ratenkonstanten kr und knr und damit die Fluoreszenzquantenausbeute und -lebenszeit stark von
der Umgebung des Fluorophores abhanging. So kann die Relaxation eines Elektrons durch weitere
Molekiile oder Fluorophore in der unmittelbaren Umgebung beeinflusst werden. Des Weiteren
hat auch das Lésungsmittel, in dem sich das fluoreszenzfahige Molekiil befindet, direkten Einfluss
auf die Schwingungsniveaus der Elektronenzustiande, sowie auf die Dipolorientierung und —
bewegung des Fluorophores, was sich damit ebenfalls auf die photophysikalischen Eigenschaften

dessen auswirkt.

2.1.3 Energieiibertragungspfade und Farbstoffinteraktionen

Das Phanomen der Fluoreszenzléschung ist ein wichtiger Bestandteil photophysikalischer
Methoden und Anwendungen. Dies kann einerseits vorteilhaft sein und zunutze gemacht werden,
beispielsweise um Molekiildynamiken oder Kolokalisationen auf molekularer Ebene zu
analysieren und wird auch in der hochauflésenden Mikroskopie angewand. Andererseits kann
dieses Phdnomen auch ein unerwiinschter Effekt sein, der, anders als zuvor erwéahnt, fir die
hochauflésende Mikroskopie nachteilhaft sein kann. Als Fluoreszenzléschung werden dabei
Prozesse bezeichnet, die aktiv dazu beitragen, dass das angeregte Fluorophor strahlungslos in den
Grundzustand Uibergeht, oder verhindern, dass das Fluorophor angeregt werden kann, ohne das
fluoreszenzfahige Molekiil zu zerstéren. Dabei interagiert das Fluorophor meist mit weiteren
Molekilen, wobei das angeregte Molekil, das seine Energie tGbertragt, haufig als Donor (D) und
das Molekiil, auf das diese Energie Gbertragen wird, hdufig als Akzeptor (A) bezeichnet wird. Diese
Loéschungsprozesse konnen allgemein in dynamische- und statische Léschungsereignisse bzw.
Komplexbildungen unterteilt werden. Bei den dynamischen Prozessen wird die Energie durch
stochastisches ZusammenstoBen des Fluorophores mit einem geeigneten L&schmolekiil
Ubertragen. Daher wird diese Variante der Fluoreszenzléschung haufig auch als StoRl6schung
bezeichnet. Dieses Phanomen st diffusionsabhdngig, kann aber auch durch

Konformationsdanderungen des angeregten Molekiils beglinstigt bzw. ausgel6st werden. Der
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Prozess der statischen Loschung beruht dabei nicht auf Diffusion oder Kollision mit einem
geeigneten Molekiil, sondern auf der reversiblen Komplexbildung zwischen Akzeptor- und
Donormolekiil, wobei auch absorptions- und fluoreszenzunfahige Komplexe entstehen kénnen,
wenn beide Molekile im Grundzustand interagieren. Des Weiteren kdnnen auch oftmals
Kombinationen aus den genannten Loschungsprozessen oder spezielle Loschereignisse auftreten.
Durch diese Prozesse kann knr in Gleichung 2 und Gleichung 3 unterteilt werden und damit um
die Ratenkonstante kq (q flir Loschung, engl.: quenching) erweitert werden. Zu den erwdhnten
speziellen Relaxationswege, bei der die angeregte Energie strahlungslos auf weitere
fluoreszenzfahige Molekile Ubertragen wird, die die aufgenommene Energie radiativ abgeben
kdnnen, zahlt beispielsweise der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET), bei dem die
Energielibertragung strahlungslos durch Dipolwechselwirkungen der Fluorophore stattfindet,
oder der photoinduzierte Elektronentransfer (PET), bei dem Elektron direkt zwischen den
beteiligten Molekilen ausgetrauscht werden. Diese speziellen Energielibertragungspfade sind in
Abbildung 3 vereinfacht dargestellt. Der Resonanzenergietransfer tritt dabei auf, wenn geeignete
fluoreszenzfahige Molekile in raumliche Nahe kommen. Fiir dieses Ereignis sind die moglichen
Zustande eines Elektrons der beteiligten Molekille von groRBer Bedeutung. Die
Schwingungsniveaus der beteiligten Molekiile sollten ausreichend koharent sein, was sich
mithilfe der Spektren der beteiligten Molekiile ablesen und berechnen ldsst. So muss das
Emissionsspektrum des Donormolekiils ausreichend gut mit dem Absorptionsspektrum des
Akzeptors Uberlappen, was durch das Uberlappungsintegral (J(A)) angegeben und berechnet
werden kann (Abb. 3 (A)). Des Weiteren ist die Dipolorientierung bzw. der Winkel (k?) zwischen
den Dipolen, sowie die Distanz zwischen den beteiligten Molekilen ausschlaggebend. Allgemein
kann dieses Phanomen, je nach Eigenschaften der beteiligten fluoreszenzfahigen Molekiile,
zwischen 2 — 10 nm auftreten. Bei ausreichend hoher Uberlappung der Spektren der Molekiile,
kann der raumliche Abstand der Molekiile durchaus auch bei 10 nm liegen, damit dieses
Phanomen auftritt. Als aussagekraftigen Faktor fiir die Fahigkeit und die Effizienz des
Resonanzenergietransfers zweier Fluorophore, kann der Forster-Radius berechnet werden. Dieser
gibt an, ab welcher raumlichen Distanz der beteiligten Molekiile die Effizienz der
Energielbertragung 50% betragt (Abb. 3 (A)). Aus diesem Radius kann die Effizienz des
Energietransfers flr verschiedene Distanzen der beteiligten Molekiile oder umgekehrt, der
tatsachliche Abstand der beteiligten Molekiile aus der Effizienz des Energietransfers berechnet

werden. Sind die beschriebenen Faktoren ausreichend gegeben, dann kann die Energie des
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aneregten Donormolekiils strahlungslos an das Akzeptormolekiil tibertragen werden, das die

aufgenommene Energie in Form von Fluoreszenz abgeben kann (Abb. 3 (A)).

Ein Weiteres spezielles Phdanomen der Energielbertragung ist der photoinduzierte
Elektronentransfer (Abb. 3 (B)). Dabei miissen die Orbitale der geeigneten beteiligten Molekiile
ausreichend lberlappen, sodass die Elektronen zwischen dem angeregten Molekil und dem
Akzeptormolekiil ausgetauscht werden konnen (Abb. 3 (B)). Dies ist ab einen rdumlichen Abstand
der beteiligten Molekiile von ~ 1 nm gegeben. Dabei kann entweder ein oxidativer oder
reduktiver Pfad der Elektronenibertragung stattfinden. In beiden Fallen liegen die beteiligten
Molekile temporar als radikale Formen vor, da sie entweder ein Elektron zu viel oder ein Elektron

zu wenig besitzten.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Foérster-Resonanz-Energietransfer und photoinduzierten -
Elektronentransfers. A) Notige Vorraussetzungen fiir den abstandsabhanigen Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) sind Uberlappende Spektren der Emission des Donorfarbstoffes (D) und der Absorption des
Akzeptorfarbstoffes (A). Der Grad der Uberlappung bzw. das Uberlappungsintegral (J(A)) der Spektren kann
mathematisch berechnet und bestimmt werden. Bei ausreichender Uberschneidung der jeweiligen Spektren besteht
die Wahrscheinlichkeit, dass durch Resonanzeffekte der Donorfarbstoff (D) strahlungsfrei in seinen Grundzustand
Ubergeht (schwarzer Pfeil) und der Akzeptorfarbstoff (A) in einen angeregten Zustand tberfihrt wird (gelber Pfeil),
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dessen Relaxation in der Emission eines Photons resultieren kann (roter Pfeil) . Durch das Uberlappungsintegral kann
weiterfolgend auch die Wahrscheinlichkeit der abstandsabhdngigen Energielibertragung der zwei beteiligten
Farbstoffe berechnet werden und somit auf die Distanz zwischen Akzeptor und Donor geschlossen werden. B)
Darstellung zwei beteiligter Farbstoffe, bestehend aus Donormolekil (D) und Akzeptormolekil (A), bei denen, bei
OrbitalUberlappung (< 1nm Distanz zwischen den beteiligten Molekilen), der Austausch von angeregten Elektron
des Donormolekil auf das Akzeptormolekil stattfindet. Dabei sind die Elektronen, im Hinblick auf ihren
Eigendrehimpuls, als blaue Halbpfeile (Donor) bzw. rote Halbpfeile (Akzeptor) dargestellt. Je nach beiteiligtem
Molekll und Energieniveau, kann dieser Prozess oxidativ bzw. reduktiv Ablaufen, da kurzzeitig die beteiligten
Molekile bzw. Atome einen Elektroneniiberschuss bzw. —unterschuss besitzen. Nach erfolgten Elektronentransfer
wurde jeweils ein Elektron des Donors mit einem Elektron des Akzeptors getauscht, daher besitzen hier der So-
Zustande der jeweiligen Molekile nach dem Elektronentransfer jeweils einen blauen und einen roten Halbpfeil.

In  der hochauflosenden Mikroskopie werden, wie bereits erwdhnt, haufig
Immunofluoreszenzfarbungen durchgefiihrt und zelluldare Strukturen somit markiert. Dabei
werden geeignete Antikdrper mit Farbstoff markiert. Hierbei ist nicht kontrollierbar an welcher
Position und wie viele Farbstoffe an einem Antikdrper gekoppelt werden. Bei hoher
Farbstoffkopplungsdichte besteht allerdings die Wahrscheinlichkeit, dass Farbstoffe aggregieren,
was sich in Folge dessen negativ auf die Fluoreszenzfahigkeit der Farbstoffe und damit auf die
Qualitat hochaufgeloster Aufnahmen auswirken kann. Dabei ist literaturbekannt, dass gewisse
Farbstoffe, wenn sie sich in unmittelbare raumliche Nahe befinden, dazu tendieren, Aggregate
aus genau definierten Anordnungen zu bilden. Im Falle einer Farbstoffaggregation entstehen nach
Davipov, aufgrund von Dipolwechselwirkungen, aus einem angeregtem Elektronenenergieniveau,
mehrere mogliche Energieniveaus, die je nach Anordnung der Dipole der Farbstoffe, bevorzugt
eingenommen werden konnen (Abb. 4 (A)). So ist es einerseits wahrscheinlich, dass sich
Farbstoffe parallel im Bezug auf ihren Dipol ausrichten kdnnen, was dazu fihrt, dass sich das
bevorzugte Energieniveau des angeregten Zustandes erhoht. Dies hat einen hypsochromen Effekt
im Bezug auf das Absorptionsspektrum der Farbstoffe zur Folge (Abb. 4 (B)). Des Weiteren ist hier
die Emission der Farbstoffe unterdrickt und findet kaum statt (Abb. 4 (B)). Diese Aggregate
werden H-Aggregate oder H-Dimere (hypsochrom (H)) genannt. Andererseits ist es auch moglich,
dass sich Farbstoffe, im Bezug auf ihren Dipolmoment, hintereinander in gleicher Orientierung
ausrichten (Abb. 4 (A)). Dabei sinkt das bevorzugte Energieniveau des angeregten Zustandes ab,
was sich in einen bathochromen Effekt des Absorptionsspektrums bemerkbar macht (Abb. 4 (B)).
Hierbei ist besonders, dass das Absorptionssepektrum schmal und symmetrisch ist, da wenige bis
keine vibronischen Zwischenniveaus existieren (Abb. 4 (B)). Dies macht sich auch im

Emissionsspektrum bemerkbar, das komplett mit dem Absorptionsspektrum tberlagert, wodurch

15



Theorie

keine Stokesverschiebung zu beobachten ist (Abb. 4 (B)). Diese Form der Farbstoffaggregationen

werden J-Aggregate oder J-Dimere (Jelley (J)) genannt.
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Abbildung 4: Farbstoffaggregatsformen und ihre Auswirkung auf das Absorptions- und Emissionsverhalten. A)
Mogliche Aggregatsformen, bestehend aus einer parallelen Anordnung (H-Aggregate, blau) der beteiligten Farbstoffe
oder einer angereiten Anordnung (J-Aggregate, rot), im Bezug auf die jeweiligen Dipolmomente (schwarze Pfeile)
und die daraus resultierenden Energieniveaus der Aggregate, im Vergleich zu einem einzelnen Farbstoff (grau).
Hierbei sind grau hinterlegte Energieniveaus des S1 — Zustandes der jeweiligen Aggregatformen nicht erlaubt und
finden nicht statt. B) Die aus den Energieniveaus in A) resultierenden Absorptionsspektren (gepunktete Linie) und
Emissionsspektren (eingefarbte Flache) der jeweilige H-Aggregate (blau) und J-Aggregate (rot), sowie dem einfachen
Farbstoff (grau). Im Vergleich zum einzelnen Farbstoff zeigen H-Aggregate ein zu niedrigeren Wellenldngen
verschobenen Absorptionsspektrum, sowie ein stark reduziertes Emissionsspektrum bzw. minimales
Emissionsspektrum, wohingegen J-Aggregate ein zu hoheren Wellenldangen verschobenes deckungsgleiches
symmetrisches Absorptions- und scharfes Emissionsspektrum zeigen.

Eine dieser Farbstoffklassen, die zur Bildung solcher Farbstoffaggregate neigen, sind
beispielsweise Cyanine. Diese Farbstoffklasse wird auch, auchgrund ihrer photophysikalischen

Eigenschaften, bevorzugt bei der hochauflésenden Mikroskopiemethode dSTORM eingesetzt.

2.2 Fluoreszenzmikroskopie

In den folgenden Abschnitten werden die fir diese Arbeit wichtigen und verwendeten Methoden
dSTORM und Fluoreszenzlebenszeitmikroskopie genauer beschrieben und das Prinzip dieser

Mikroskopiemethoden theoretisch beleuchtet.

2.2.1 Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie dSTORM

Die Weitfeldmethode dSTORM basiert auf dem stochastischen reversiblen Photoschalten von
geeigneten  Fluoreszenzfarbstoffen, sowie dem mathematischen Lokalisieren des

Massenzentrums der einzelnen Punktspreizfunktionen (PSF) der Emitter [15, 16, 45]. Wie bereits
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erwahnt ist die Punktspreizfunktion eines Emitters von den optischen Komponenten, sowie der
emittierenden Wellenlange des Fluorophores abhadngig. Flr eine prazise Bestimmung des
Massenzentrums der PSF, und somit fiir eine prazise Lokalisierung des Emitters, sollten die
Punktspreizfunktionen nicht mit deren anderer Emitter (iberlappen und damit vereinzelt
vorliegen. Dies kann, wie in Abbildung 5 dargestellt, durch Additive im Puffersystem ermoglicht
und kontrolliert werden. Geeignete Fluorophore, wie beispielsweise Cyanine, kdnnen durch diese
Additive photochemisch zu einem Schaltprozess gezwungen werden. Bei diesem Prozess werden
die geeigneten Fluorophore mit einer spezifischen Ratenkonstante (k) zwischen einem
fluoreszierenden ,An“-Zustand (kan) und einem nicht fluoreszierenden , Aus“-Zustand (kaus)
Uberfiihrt [15, 16, 46]. Bei einem ausreichend guten Verhaltnis zwischen kan und kaus steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass nur ein kleiner Teile der Fluorophore in einem fluoreszenzfahigen , An“-
Zustand vorliegen und somit sinkt auch die Wahrscheinlichkeit Uberlappender
Punktspreizfunktionen der Emitter. Die Dauer des fluoreszierenden ,, An“-Zustands (ms) ist im
Vergleich zum nicht fluoreszierenden ,Aus”“-Zustand (s) um ein Vielfaches geringer. Der
Mechanismus des Schaltens der Fluorophore wird durch Reduktionsmittel und der
Belichtungsintensitdts des Anregungsquelle bestimmt, und damit chemisch und physikalisch
induziert und kontrolliert [15, 16]. Dabei beruht dieses Phanomen darauf, dass die zugefiihrten
Reduktionsmittel, beispielsweise Thiole, mit einem Fluorophor, das sich im Triplettzustand
befindet, reagieren kénnen und das Fluorophor so in einen nicht fluoreszenzfahigen Zustand
beférdern [15, 16]. Dabei kdnnen u. a. radikale Formen des Fluorophores, sowie Thiyl-Radikale
entstehen [15, 16]. Das radikalische fluoreszenzunfahige Fluorophor kann mit molekularen
Sauerstoff reagieren, was dazu fiihrt, dass das Fluorophore wieder in den fluoreszenzfahigen
Grundzustand Uberfihrt wird [15, 16]. Das radikalische Fluorophore ist gegeniiber oxidativen
Prozessen sehr stabil, was dazu flihrt, dass die Lebenszeit des nicht fluoreszenzfahigen Emitters
im Sekundenbereich liegt [15, 16]. Die Bildung dieser radikalischen Formen ist dabei nur fir
Rhodaminfarbstoffe oder Oxazine giiltig [15, 16]. Cyaninfarbstoffe werden durch Thiole direkt an
der konjugierten Doppelbindung angegriffen und bilden ein Thioladdukt [15, 16]. Diese Reaktion
der Cyanine mit Thiolen lberfihrt die Farbstoffe in den nicht fluoreszenzfahigen Zustand [15, 16].
Diese Farbstoffe konnen dennoch durch oxidative Prozesse wieder zurick in den
fluoreszenzfahigen Grundzustand Uberfliihrt werden [15, 16]. Eine vereinfachte Form des
Schaltmechanismus fiir Cyaninfarbstoffe ist in Abbildung 5 schematisch dargestellt. Da das

photophysikalische Phanomen der Interkombination (ISC) sehr unwahrscheinlich ist, sind
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mehrere Tausende Anregungszyklen notig, damit die Wahrscheinlichkeit eines Ubergangs in den
Triplettzustand gegeben ist. Dieser Triplettzustand kann dabei aber nicht nur durch Thiole
reduziert werden, sondern auch mit Sauerstoff reagieren und oxidiert werden, sodass das
Fluorophor wieder in den Grundzustand Uberfihrt wird. Somit kann die Anwesenheit von
molekularen Sauerstoff in der Losung hinterlich fiir diese Methode sein, da die Oxidation des
Triplettzustands eine Konkurrenzreaktion zur Thiolreaktion ist, und somit die Uberfiihrung des
Farbstoffes in den nicht fluoreszenzfahigen ,, Aus“-Zustand verhindern, was sich wiederum negativ
auf die Schaltraten und somit auf die Qualitat des hochaufgeldsten Bildes auswirkt. Daher besteht
die Moglichkeit die Konzentration des molekularen Sauerstoffs in Losung durch Zugabe eines
enzymatischen Systems, bestehend aus Glukoseoxidase, Katalase und Glukose, zu verringern und

somit die zur Thiolreaktion konkurrierenden Oxidation des Triplettzustandes zu minimineren [49].
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Blinkmechanismus von Cyaninfarbstoffen und die daraus
resultierenden zeitlichen Intensitatsspuren. Energiediagramm der Elektronenzustdnde des angeregten Elektrons,
das nach mehreren Anregunszyklen ein Anderung seines Eigendrehimpuls erfahren kann und damit einen Ubergang
in den Triplettzustand Ti. Dieser Zustand kann entweder durch molekularen Sauerstoff in den So-Zustand oxidiert
werden oder durch Thiole in einen absorptions- und emissionsunfahigen Zustand reduktiv tberfiihrt werden. Dieser
Zustand kann wiederrum durch molekularen Sauerstoff oxidiert werden und damit zuriick in den So-Zustand
Uberfihrt werden. Durch enzymatischen Entzugs molekularen Sauerstoffs, kann die Lebenszeit dieses absorptions-
und emissionsunfdhigen Zustdndes verlangert werden. Aus diesem chemischen Mechanismus resultiert eine
Blinkverhalten des betrachteten Farbstoffmolekiils, bestehend aus einem kurzlebigen absorptions- und
emissionsfahigen ,, Anzustand” (grtin) (Millisekundenbereich) und einem langlebigeren reduzierten absorptions- und
emissionsunfahigen , Auszustand” (grau) (Sekundenbereich).

Neben einem ausreichend guten Schaltverhalten der Fluorophore sollte fiir eine hohe Auflésung
aber auch die Zielstrukturmarkierungsdichte ausreichend hoch sein. Nach dem NyQuIsT-SHANNON
Theorem sollte die mittlere Distanz zwischen den Markierungen bzw. den Emittern, mindestens
die Halfte der gewlinschten Auflosung entsprechen [15, 47, 48]. Um die Wahrscheinlichkeit zu
erhohen, dass jedes Fluorophor, mit dem die gewlinschte Zielstruktur markiert ist, auch
mindestens einmal in einem fluoreszenten Anzustand war, missen ausreichend viele Einzelbilder

(mehere Tausend) mit einer entsprechenden Detektor, meist eine EM-CCD Kamera (engl.:
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electronic multiplying carged coupled device), aufgenommen werden. Nach erfolgter Aufnahme
mehrerer Tausend Einzelbilder, kdnnen spezielle Programme, wie beispielsweise rapidSTORM?
oder ThunderSTORM?, fiir die Rekonstuktion eines hochaufgeldsten Bildes benutzt werden [45,
50]. Hierbei wird eine geeignete mathematischer Funktionen, beispielsweise eine Bessel- oder
Gausfunktion, an jede PSF angelegt und so der Masseschwerpunkt eines jeden Emitters fiir jedes
Einzelbild bestimmt und diese Koordinate in ein Datenblatt eingetragen. Daraus resultiert, nach
Berechnung aller Einzelbilder, ein hochaufgel6stes rekonstruiertes Bild (~ 10 — 20 nm Auflosung)
der aufgenommenen Struktur, mit einen gewissen Fehler, der aufgrund der Ungenauigkeiten des
Bestimmens des Masseschwerpunktes durch die mathematische Funktion einhergeht. Das

Prinzip dieser Methode ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt.

Konventionelles Reversibles Photoschalten hochaufgelostes
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Abbildung 6: Funktionsprinzip der Mikroskopiemethode dSTORM. Durch den in Abb. 5 thematisierten chemischen
Mechanismus des Farbstoffblinkens wird durch Pufferzusatze erreicht, dass sich nur ein kleiner Teil der
strukturmarkierten Farbstoffe (rot) in einem absorptions- und emissionsfahigen , Anzustand” befindet. Durch
ausreichend lage Aufnahmen kann mit hoher Wahrscheinlichkeit sichergestellt werden, dass das Blinken eines
einzelnen Farbstoffes in mehreren Einzelbildern detektiert wird. Durch automatisierte Nachbearbeitung der
Einzelbilder kann durch mathematische Anndherung der Punktspreizfunktion der emittierenden Farbstoffe (rot), das
Zentrum dessen, mit einer Genauigkeit von wenigen Nanometern bestimmt werden und hierdurch eine prazise
Rekonstruktion der farbstoffmarkierten Struktur, mit einer Auflésung von wenigen Nanometern, erzielt werden.

Diese Lokalisationsgenauigkeit (oiok), bzw. Lokalisationsungenauigkeit kann mithilfe der Gleichung

4 nach MORTENSEN berechnet werden [51].

2 a? 811'(02 +£)b2
O-PSF+E (E + PSF 12
N 9 Na?

) (4)

2 —
Orok =

Wobei o2 die Standardabweichung der PSF, a die PixelgroRe, b die Standardabweichung der
Hintergrundphotonen, und N die Anzahl der vom Fluorophor emittierten Photonen ist. Die
erreichte Auflosung kann strukturell mithilfe einer Fourier-Ringkorrelation (engl.: fourier ring

correlation (FRC)) oder durch das multiplizieren der in Gleichung 4 errechneten

Lokalisationsgenauigkeit ~mit dem  Faktor 2,/2In(2) bestimmt werden. Die

L https://github.com/stevewolter/rapidstorm
2 https://github.com/zitmen/thunderstorm
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Lokalisationsgenauigkeit (o) eines jeden Emitters ist dabei (iberwiegend von der
Standardabweichung der mathematischen Funktion beim Bestimmen des Massenschwerpunktes
und der Anzahl der eingefangenen Photonen eines jeden Emitters abhdnging. Somit kann,
zumindest theoretisch gesehen, die Auflésung eines so rekonstruierten Bildes unendlich hoch
sein, wenn die Anzahl der eingesammelten emittierten Photonen unbegrenzt hoch ist. In der
Praxis ist dies nicht der Fall, erlaubt aber die Idee eines sogenannten Superemitters, der, ahnlich
wie der Photosyntheseapperat der Pflanzen, als Lichtsammelkomplex agiert und damit die

Energie mehrerer angeregter Farbstoffe sammelt und geblindelt emittiert.

2.2.2 Fluoreszenzlebensdauermikroskopie & Photonenkoinzidenzen

Neben der Anzahl der emittierten Photonen, kann als Fluoreszenzmikroskopieparameter auch die
Lebenszeit der Emitter verwendet werden. Dabei ist vor allem die zeitliche Komponente der
Fluoreszenz (siehe Abschnitt 2.1.2) von Bedeutung. Hierfir ist ein spezieller technischer Aufbau
des Mikroskops vorausgesetzt, sowie spezielle Lawinenphotodioden als Detektoren (engl.:
»single-photon avalanche diode”, kurz SPAD), die einzelne Photonen registrieren kdnnen. Bei
einem solchen Aufbau kdnnen beispielsweise mehrere Fluoreszenzanalysemethoden verbunden
werden. So wurde in dieser Arbeit u. a. ein Mikroskop verwendet, dass aus einem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop besteht, kombiniert mit dem  Aufbau der speziellen
Spektroskopiemethode der ,zeitlich korrelierten Einzelphotonenzdhlung” (engl.: ,time correlated
single photon counting”, kurz TCSPC). Das Prinzip der TCSPC-Methode ist in Abbildung 7
schematisch dargestellt. Dabei wird bei dieser speziellen Spektroskopiemethode meistens eine,
in einer gewissen Frequenz gepulste Lichtquelle verwendet, die zur Anregung der Fluorophore
genutzt wird. Diese Lichtquelle ist hierbei Gber spezielle Elektronik mit dem bzw. den Detektor(en)
synchronisiert. Dies fuhrt dazu, dass der bzw. die Detektoren, zeitlich registrieren, wann ein
Lichtquellenpuls ausgesendet wird, was als ,,Startsignal” flir die zeitliche Registrierung einzelner,
am Detektor ankommender Photonen, dienen kann. Um ausreichend Statistik zu generieren und
damit aussagekraftige Analysen der speziellen Lebenszeit der Fluorophore durchzufiihren,
werden dabei tausende von einzelnen Photonen gezdhlt. Klassisch gesehen kann dabei eine
Messung der Fluoreszenzlebenszeit mit diesem Aufbau in mehrere kleinere Teilmessungen

unterteilt werden. Wobei das Aussenden eines jeden Lichtquellenpulses von dem bzw. den
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Detektor(en) als ,,Startsignal“ und die Ankunft der emittierten Photonen als ,,Stoppsignal“ fiir die

zeitliche Bestimmung genutzt werden kann.
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Abbildung 7: Funktionsprinzip der zeitkorrelierten Einzelphotonenziahlungsmethode. Diese Methode ist
charakterisiert durch Synchronisation repetitiver Anregungspulse (blaue) mit einzelphotonensensitiven Detektoren,
die ankommende Fluoreszenzphotonen (gelb) zdhlen und durch spezifische Analyseprogramme in zeitliche Klassen
einteilt (lila Balken im Diagramm). Wobei v hier die Haufigkeit der jeweiligen eingeteilten Photonenklasse und t die
Zeit in ns darstellt. Dieser Vorgang wird solange wiederholt, bis eine signigikante Anzahl an Fluoreszenzphotonen
registriert wurden, was in einer farbstoffspezifischen Abklingfunktion der Fluoreszenzlebensdauer resultiert (schwarz
gepunktete Verteilung im Graph). Fiir die charakteristische Berechnung der Fluoreszenzlebenszeit kann dabei nicht
nur die zeitliche Abhéngigkeit von Anregungspuls und erstem ankommenden Fluoreszenzphoton dienen, sondern
auch die Zeit zum néachsten Anregungspuls genutzt werden. Neuere Technologien der Elektronik erreichen
mittlerweile eine geringere , Todzeit” der Detektoren, sowie eine minimale ,Todzeit” fir die Verrechnung, sodass
mehrere Fluoreszenzphotonen nach Anregung detektiert und gezahlt werden kdnnen, was zu einer praziseren
Wiedergabe der charakteristischen farbstoffspezifischen Fluoreszenzlebenszeit fuhrt.

In Kombination mit einem rasterfahigen konfokalen Fluoreszenzmikroskop, kann eine gewisse
Region, einer mit Fluoreszenzfarbstoff markierten biologischen Probe, abgefahren werden und
die Information der farbstoffspezifischen Fluoreszenzlebenszeit ausgelesen werden. Durch das
geringe Anregungsvolumen (einige Femtoliter (10> L)) koénnen hierbei auch einzelne
Fluorophore, beispielsweise einer Einzelmolekiloberflache, angesteuert werden und die zeitliche
Fluoreszenzinformation ausgelesen werden. Mit diesem Aufbau kann dariber hinaus aber nicht
nur die fluorophorspezifische Ankunftszeit der Photonen, in Abhangingkeit zum synchronisierten
Anregungspuls gemessen werden, sondern, mit einer simplen Modifikation der elektronischen
Anschlisse, auch die zeitliche Information zwischen den verschiedenen Photonenankunftszeiten
bestimmt werden. Diese relativ einfache Modifikation ermdglicht es, Aussagen Uber die Anzahl
der im geringen Anregungsvolumen aktiv emittierenden Fluorophore zu treffen. Durch die
Moglichkeit der Zahlung der aktiv emittierenden Fluorophore, konnen auch Riickschlisse tGber
Farbstoffinteraktionen gezogen werden, und diese genauer analysiert werden. Der Aufbau, der
diese Methode erméglicht, dhneld dabei dem Aufbau der TCSPC Einheit in Abbildung 8, mit dem

Unterschied, dass nicht die Lichtquelle mit den Detektoren synchronisiert ist, sondern die
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Detektoren untereinander verknipft sind. Dies ermoglicht es, den zeitlichen Unterschied
zwischen zwei ankommenden Photonen zu bestimmen, wobei die Ankunft des ersten Photons an

Ill

einem Detektor als ,Startsignal” und die Ankunft eines weiteren Photons am zweiten Detektor

|ll

als ,Stoppsignal” genutzt wird. Das Prinzip dieser Methode beruht dabei darauf, dass ein
einzelner Farbstoff, beim Ubergang vom angeregten Zustand in seinen Grundzustand, diese
Energie in Form der Emission eines einzelnen Photons abgibt. Somit kann ein einzelner Farbstoff
nicht simultan mehrere Photonen aussenden, sondern bendtigt eine gewisse Zeit, im Mittel die
spezifische Fluoreszenzlebenszeit dieses Fluorophores, um erneut angeregt werden zu kénnen
und diese Energie in Form eines weiteren Photons abzugeben. Bei zwei oder mehreren,
unabhanging voneinander aktiven Fluorophoren, steigt die Wahrscheinlichkeit, dass zwei oder
mehrere emittierte Photonen zeitgleich an den Detektoren registriert werden, was zu einem

III

simultanen ,Start“- und , Stoppsignal” fihrt. Eine schematische Darstellung dieser besonderen

Methode ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Funktionsprinzip der Photonenkoinzidenzmessung. A) Diese Methode ist charakterisiert durch die
Synchronisation einzelphotonensensitiver Detektoren, die ankommende Fluoreszenzphotonen (gelb) zdhlen und
durch spezifische Analyseprogramme in zeitliche Klassen einteilt (farbige Balken im Diagramm). Dabei wird das
konfokale Anregungsvolumen auf einen immobilisierten Farbstoffpunkt auf der Probenoberfliche geparkt und
zeitlich solange beobachtet, bis eine signifikante Anzahl an Fluoreszenzphotonen detektiert wurde, oder dieser
Farbstoff photozerstort wurde. Dabei kann bei einem einzelnen Farbstoff (magenta Struktur, Cyanine 5) nur ein
Fluoreszenzphoton an einem der beiden synchronisierten Detektoren registriert und nie zwei simultane
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Fluoreszenzphotonen dieses Farbstoffes registriert werden, was dazu fihrt, das das Maximum zum Zeitpunkt t=0
(grauer Balken), bis auf stochastische Hintergrundphotonen, nahe O ist. Erst ein nachster Anregungspuls (rote
Maxima) bietet die Wahrscheinlichkeit, dass der zweite synchronisierte Detektor ein Fluoreszenzphoton registriert,
was zu einem Stoppsignal der Teilmessung flihrt und zu einer Berechnung der bendtigten Zeit zwischen ersten und
zweiten  ankommenden  Fluoreszenzphoton  (gelbe, violette Umrandung). B) Zu erwartende
Photonenkoinzidenzgraphen diverser Anzahlen von Farbstoffen im konfokalen Fokus. Dabei ist das signifikante
Maximum zum Zeitpunkt t=0 rot umrandet. Ein einzelner Farbstoff fiihrt zu einem niedrigen Signal zum Zeitpunkt
t=0, wohingegen die Wahrscheinlichkeit simultan ankommender Fluoreszenzphotonen an den synchronisierten
Detektoren bei zwei Farbstoffen im Fokus ansteigt und ein Maximum zum Zeitpunkt t=0 von ca. 0,5 zu erwarten ist.
Bei drei und mehr Farbstoffen im konfokalen Fokus ist die Wahrscheinlichkeit simultan registrierter
Fluoreszenzphotonen hoch, was zu einer starken Auspragung des Maximum zum Zeitpunkt t=0 fiihren wirde.

Diese spezielle Methode ermdéglicht es somit, mogliche Koinzidenzen der emittierten Photonen
zu bestimmen und damit die aktiven Emitter im Anregungsvolumen zu bestimmen. Diese
Zahlmethode wird auch als ,Photonenbunching”, fiir das gebiindelte Registrieren mehrerer
Photonen, bzw. ,,Photonenantibunching”, fiir das nicht geblindelte Registrieren der Photonen an

den Detektoren, bezeichnet.

2.3 DNA-Origami

In der Natur dient die Desoxyribonukleinsdaure (DNS), oftmals kurz als DNA (engl.:
deoxyribonucleic acid) abgekiirzt, im Allgemeinen als Informationstrager und Erbmaterial. Die
DNA enthalt damit alle wichtigen Daten und Bauplane, um eine(n) funktionsfahige Zelle oder
Organismus zu bilden. Diese Informationen werden dabei durch Zellteilung von der Elternzelle
auf die Tochterzelle (bertragen und weitergegeben. Der strukturelle Aufbau der
Desoxyribonukleinsaure ist seit den Arbeiten von J. D. WATSON und F. H. C. CRick im Jahre 1953
detailliert verstanden [52]. So ist die DNA aus einem negativ geladenen Zuckerriickrad, bestehend
aus Desoxyribose, und einer Abfolge von Pyrimidin- (Cytosin (C) und Thymin (T)) und Purinbasen
(Guanin (G) und Adenin (C)) aufgebaut [52]. Ein einzelner Baustein der DNA wird dabei als
Nukleotid bezeichnet, das aus einem Furanosering mit Phosphatsaurerest und einer Base
besteht. Dabei wechselwirken Pyrimidinbasen mit Purinbasen Uber
Wasserstoffbrickenbindungen. So bilden die Basen Adenin und Thymin zwei
Wasserstoffbrickenbindungen, und die Basen Guanin und Cytosin drei
Wasserstoffbrickenbindungen aus. Durch diese Wechselwirklung, komplementarer DNA
Regionen, bildet sich eine helikale doppelstrangige Struktur aus, die als Doppelhelix bezeichnet
wird. Dabei betragt der Abstand und der Winkel zwischen aufeinanderfolgenden Basen ~ 0.35 nm

und ~ 36 °. Somit durchlauft eine DNA-Doppelhelix nach 10 Basen eine komplette Drehung bzw.
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Windung. Durch die stabile Struktur und den detalliert verstandenen Aufbau der DNA, kann diese
aber auch als Werkzeug genutzt werden, bei dem prazise Dimensionen erforderlich sind. Neben
der Moglichkeit der prazisen Berechnung der Dimensionen und Winkel, eignet sich DNA auch
aufgrund der relativ simplen Handhabung und Modifizierbarkeit. So kann durch eine DNA ,de
novo“ Synthese, jeder beliebige DNA Einzelstrang individuell hergestellt werden. Des Weiteren
kdnnen auch modifizierte Nukleotide verwendet werden, die entweder chemische Gruppen
tragen konnen, um weitere Modifikationen durchzufiihren, oder mit Farbstoff markiert sind,
beispielsweise flir die Fluoreszenzmikroskopie. So hat sich die DNA in den modernen
Wissenschaften auch als molekulares Lineal, u. a. auch in der Fluoreszenzmikroskopie, etabliert,
da die Dimension der verwendeten DNA relativ einfach und exakt berechnet werden kann. Neben
der Nutzung der DNA als zweidimensionales Lineale, etablierte PAuL ROTHEMUND 2006 eine
weitere Methode, DNA als Baustein fiir komplexe und prazise zwei- und/oder dreidimensionale
Konstrukte zu nutzen [53]. Hierbei werden lange einzelstrangige DNA-Sequenzen, meist
einzelstrangige ringférmige Bakteriophagen-DNA, als Ausgangsstrang bzw. Geriststrang (engl.:
scaffold) genutzt. Dieser Geriststrang wird mithilfe von kurzen Oligonukleotidstrangen (engl.:
staple strands), die zu bestimmten Sequenzabschnitten des Geriiststranges komplementar sind,
in eine gewiinschte Struktur geformt. Dabei ist die Sequenz der Oligonukleotide nicht
komplementdr zu einer durchgehenden Basenabfolge des Geriststranges, sondern diese
komplementdre Sequenz ist aufgeteilt auf mehrere nicht aufeinanderfolgende Abschnitte des
Geruststranges, sodass ein Oligonukleotide mehrere Bereiche des Gerliststranges binden kann
und diese in rdumliche Nahe bringt. Durch das komplementare Hybridisieren hunderter kurzer
indivudueller Oligonukleotide, mit verschiedenen Abschnitten des Geriststranges, wird dieser in
die gewlinschte Form gebracht. Eine schematische Abbildung der Vorgehensweise und des
Prinzipz von DNA-Origami ist in Abbildung 9 dargestellt. Dabei hat jeder Oligonukleotid eine
spezifische Schmelztemperatur, bei der die Halfte der Strange hybridisiert vorliegen. Diese
Schmelztemperatur ist abhagig von der jeweiligen Anzahl der potenziellen
Wasserstoffbrickenbindungen und damit ausschlaggebend vom jeweiligen Guanin- und
Cytosingehalt der Sequenz. Daher wird fiir die Herstellung von DNA-Origami, je nach Sequenzen

ein individuelles thermisches Protokoll der Hybridisierung des DNA-Konstuktes erstellt.
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Abbildung 9: Schemata der Konstruktion von DNA basierenden Hilfsstrukturen mittels DNA-Origami.
Ausgangspunkt dieser Technik ist eine einzelstrangige, oftmals ringférmige, DNA — Sequenz. Diese einzelstrangige
Sequenz dient als Geruststrang des zu bildenden DNA-Konstrukts. Mithilfe eine Vielzahl an kurzen einzelstrangigen
Gegenstrange, deren notigen Sequenzen mit geeigneten Computerprogrammen automatisiert berechnet werden
kénnen, kann das gewlnschte DNA-Konstrukt unter geeigneten Hybridisierungsbedingungen (u. a.
lonenkonzentration, pH-Wert, Temperaturgradient) in einem ReaktionsgefaR gebildet werden. Abbildung erstellt in
BioRender.

Der Name dieser Methode ist dabei in Anlehnung an die japanische Papierfaltkunst gewahlt,
daher wird die Hybridisierung bzw. Herstellung eines DNA-Origami Konstuktes haufig auch als
Faltung bezeichnet. Darliber hinaus ist es auch hier moglich modifizierte Oligonukleotide zu
verwenden, was den gefalteten DNA-Origami den Zugang fir ein breites Spektrum an
Anwendungen, beispielsweise der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie, ermdoglicht. Die
Berechnung der noétigen kurzen Oligosequenzen sowie das Design des gewilinschten DNA-
Origamis kann dabei mithilfe einer Vielzahl gut etablierter Computerprogramme erleichtert und
beschleunigt werden. Die jeweilige optimale Hybridisierungsbedingung des individuell
berechneten DNA-Origami, bestehend aus einem optimalen thermischen
Hybridisierungsprotokolls und optimalen Hybridisierungspufferzusammensetzungen, muss dabei

experimentell bestimmt und individuell angepasst werden.
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2.4 Dendronsysteme
Die in diesem Kapitel beschriebene organische Struktur, sowie chemische Synthese wurden der
Lehrliteratur entnommen und kénnen im Detail, fliir das weitere Verstandnis, dort nachgelesen

und vertieft werden [26].

Ein Dendron (altgriechisch: thenthron ,Baum®) dhneld in seinem strukturellen Aufbau, wie sein
Name schon verrat, der schematischen Struktur des sichtbaren Teil eines Baumes. Dabei kdnnen
die Verastelungen dieser Struktur, in der Theorie, chemisch beliebig oft erweitert werden. Hierbei
enstehen beliebig groRe Molekiile, die beliebig starkt verzweigt sein kdnnen. In Abbildung 10 ist

ein schematischer Aufbau der Grundstrukturen eines Dendrons gezeigt.

Gl
G2

G3

Gn'

Abbildung 10: Vereinfachte Struktur und Aufbau eines Dendronsystems. Die schwarzen Linien reprasentieren die
organischen Ketten und verzweigungen der Dendronstruktur. In gelb ist dabei die funktionelle Gruppe im aktiven
Zentrum des Dendrons dargestellt. Die grauen Begrenzungslinien zeigen die diversen Generationen des Dendrons
nach den jeweiligen repetativen Reaktionen an (G1-Gn), wobei jede der repetativen Reaktionsrunden zu einer
Verdopplung der Verzweigungen fiihrt. Das Ende einer jeden Verzweigung eines gewilinschten mehrfach verzweigten
Dendrons kann mit weitere reaktive Gruppen, oder direkt mit Farbstoffen modifiziert sein. Der Aufbau des Dendrons
ist hier vereinfacht in zweidimensionaler Struktur dargestellt.

Im Gegensatz zu einem Dendrimer, das im Prinzip einen kreisformigen bzw. kugelféormigen Aufbau
besitzt und ebenso beliebig oft verzweigt sein kann, besitzt ein Dendron eine , aktives Zentrum®,
das mit einer funktionellen Gruppe modifiziert werden kann, sodass das gesamte Dendron
chemisch an eine beliebige Interessensstruktur gekoppelt werden kann. Von diesem Punkt
ausgehend, verastelt sich das Dendron Uber beliebig viele Seitenketten, sodass makroskopisch
gesehen ein Halbkreis bzw. eine Halbkugel entsteht. Am Ende dieser Verastelungen kénnen
wiederrum funktionelle Gruppen gekoppelt sein, die sich von der funktionellen Gruppe im
,aktiven Zentrum® unterscheiden kann, sodass hier weitere Strukturen oder Molekiile gekoppelt

werden kdnnen, wie beispielsweise Farbstoffe.
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Chemisch betrachtet erfolgt die Synthese eines Dendrons in mehreren sequentiellen Schritten.
Dabei kann diese sowohl divergent erfolgen und die baumartige Struktur somit, ausgehend vom
»aktiven Zentrum®, sequentiell in mehreren Schritten und Reaktionen erweitert werden, als auch
konvergent erfolgen und damit zuerste die Verastelungen tiber mehrere chemische Reaktionen
aufgebaut werden, die dann an das ,,aktive Zentrum“ verankert werden. Dariber hinaus wird bei
einer konvergenten Synthese meist mit chemischen Schutzgruppen gearbeitet, die die
funktionellen bzw. reaktiven Gruppen vor einer unerwiinschten Reaktion bzw. Abreaktion dieser
schitzen. Haufig werden kommerzielle Dendrons als Polyamidoamine-Strukturen (PAMAM)
angeboten. Dabei tragen die funktionellen Gruppen der Verastelungen ein Amin, das wiederrum
beispielsweise mit Methyl-Acrylaten reagieren kann und somit zwei Ester am Ende der
Verastelung gebildet werden kann. Diese Ester konnen in einem Weiteren Schritt mit Diaminen
reagieren, wobei hierdurch wiederrum ein terminales Amin an der Verdstelung entsteht. Hierbei
kénnen beliebig lange, und damit aus beliebig vielen Kohlenstoffatomen bestehende, Diamine
benutzt werden. Durch diese Amin-Ester-Amin Bildung, kénnen Dendrone beliebig oft erweitert
werden, wobei ein Durchlauf dieser Reaktionen bzw. ein Erweiterungsschritt die Generation der
Dendrone und damit die grofRe angibt. So wird Generation 0 (GO) beispielsweise meist als
Ausgangspunkt beschrieben, Generation 1 (G1) als Dendron nach der ersten Reaktionsrunde,
Generation 2 (G2) nach der zweiten Reaktionsrunde etc., wobei sich die Verzweigungen nach
jeder Reaktionsrunde verdoppeln. Dieser Reaktionsmechanismus bildet dabei nur eine
Moglichkeit der chemischen Synthese von Dendronen. Dariiber hinaus gibt es ein breites
Spektrum an diversen Dendronen, die einer anderen chemischen Aufbau unterliegen,
beispielsweise Polylysine-Dendrone [8,9,10], Poly-Aminosdure-Dendrone oder aromatische-

polyether-Dendrone um nur einen Teil zu nennen [54, 55, 56, 57, 58, 59].
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3 Material und Methoden

3.1 Ensemblespektroskopie
In diesem Unterkapitel sind alle technischen Gerate aufgelistet, die dazu verwendet wurden
um die photophysikalischen Eigenschaften diverser Proben einer Vielzahl an Farbstoffen oder

farbstoffmarkierten Molekilen in Lésung (Ensemble) zu analysieren.

3.1.1 Absorptions- und Emissionsskeptroskopie

Die Absorptionsmessungen der Proben wurde an einem UV-Vis Spektrometer (V650, Jasco
Jasco GmbH, Gross-Umstadt, Deutschland) durchgefiihrt, das eine Deuteriumlampe und eine
Halogenlampe besitzt, um fiir Messungen den Spektralbereich von 190 — 326nm sowie 326 —
900 nm abzudecken. Fiir prazise Messungen der optischen Dichte (OD) und damit des
Absorptionsverhaltens, wurden die Konzentrationen der Probenldsungen so gewahlt, dass die
Absorptionsmaxima im Bereich von 0,1 bis maximal 1 OD lagen, um probenspezifische
Verfalschungen des Absorptionsverhaltens, durch Interaktion der zu untersuchenden

Molekiile, zu vermeiden.

Alle Emissionsmessungen wurden an einem Spektrofluorometer (FP-6500, Jasco GmbH,
Gross-Umstadt, Deutschland) durchgefiihrt, das eine Xenonlampe als Anregungslichtquelle
besitzt, um einen spektralen Bereich von 200 — 900 nm abzudecken. Fiir adequate Messungen
wurde der Monochromator des Fluorometers und die Beschleunigungsspannung des
Photomultiplier so eingestellt, dass die gemessenen Emissionswerte im Bereich zwischen 100
— 1000 lagen und damit unterhalb der Sattigung des Detektors. Diese Einstellungen wurden

fiir die jeweiligen Messreihen zum Vergleich der jeweiligen Proben gleich gelassen.

Alle Messungen wurden in einer 50 pl QuartzglaRkiivette (Hellma, 105.251-QS) mit einer

Schichtdicke von 0,3 cm durchgefiihrt.

3.1.2 Fluoreszenzanisotropiemessungen
Alle Anisotropiemessungen wurden an einem Spektrofluorometer (FP-6500, Jasco GmbH,
Gross-Umstadt, Deutschland) durchgefihrt. Dabei wurden sowohl im

Anregungsstrahlengang, als auch im Emissionsdetektionsweg Polarisatoren (Thorlabs, LPVISE
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100-A) eingebaut. Die Anregungswellenlange wurde auf 640 nm eingestellt und die Detektion
bei 670 nm durchgefiihrt. Dabei wurde die Spaltbreite fir das Anregungs- und
Emissionslichtes auf 3 — 10 nm eingestellt. Die Sensitivitat des Detektors wurde dabei auf das
schwachste Polarisationssignals (horizontale Anregung und horizontale Detektion (lun)) so
eingestellt, dass das registrierte Signal zwischen 100 und 500 amplifizierten Photonen lag. Die
Fluoreszenzanisotropie im Gleichgewichtszustand (r) der jeweiligen Proben wurde dabei nach

Gleichung 5 und 6 berechnet.

— lvv—Glvn (5)
Iyy+2Glyy

Wobei sich | auf die jeweilige Intensitdat des Signals und die jeweiligen Indizes auf die
Polarisationsrichtung (V fur vertikal, H fir horizontal) des Anregungslichts (jeweils erster
Index) bzw. des Emissionslichts (jeweils letzter Index) bezieht. Hierbei stellt G einen
Korrekturfaktor des Systems, aufgrund unterschiedlicher Polarisationssensitivitdten des

Detektors, dar. Dieser Korrekturfaktor kann, wie in Gleichung 6, bestimmt werden.

G =1 (6)

Iy

Die jeweiligen Polarisationsrichtungen wurden fiir jede Probe jeweils bis zu 5x gemessen.

3.1.3 Zeitkorrelierte Einzelphotonenzdhlungsspektroskopie (TCSPC)

Der Messaufbau fir die Fluoreszenzlebenszeitbestimmung einer Ensemble-Probenlosung ist
in Abbildung 11 schematisch dargestellt. Fir diese Technik wurde eine 637 nm Laserdiode
(Picoquant) benutzt, der liber die Elektronik mit einem Photodiode (engl:. photomultiplier
tube, PMT) als Detektor synchronisiert wurde. Fiir die Messungen wurde jeweils eine
Repetitionsrate bzw. Pulsfrequenz der Laserdiode von 20 MHz benutzt, was einen Abstand
von 50 ns zwischen den Anregungspulsen entspricht. Diese Parameter wurden Uber das
Lasermodulkontrollpanel Sepia Il (Picoquant) eingestellt. Uber das Messprogramm PicoHarp
(Picoquant) wurde eine zeitliche Auflosung von 8 ps eingestellt, sowie ein Ende der Messung
nach 5.000 s oder nach Registrierung von 10.000 Photonen. Uber einen Filter der optischen-
Dichte und damit der Anregungsleistung wurde eine Zahlrate von 1.000 Photonen pro
Sekunde manuell eingestellt. Alle Ensemble-Messungen wurden in einer 50 pl

QuartzglaBkivette (Hellma, 105.251-QS) mit einer Schichtdicke von 0,3 cm durchgefihrt. Zu
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Beginn einer jeweiligen Messreihe wurde die Instumentenfunktion und damit der
Geratefehler bzw. die Geratekonstante bestimmt. Hierfiir wurde eine Streuldsung (Lutox)
verwendet, die auf ca. 1000 Streumolekiile pro mlin vollentsaltzten Wasser (ddH,0) verdinnt
wurde. Fir diese Messung wurde der Monochromator vor der Photodiode auf die
Anregungswellenldnge von 637 nm eingestellt. Fir die Messung der jeweiligen
Farbstoffprobenlésung wurde der Monochromator auf die Wellenldnge des
Emissionsmaximums eingestellt. Die gemessenen Daten wurden mithilfe des
Auswerteprogramms FluoFit (Picoquant) analysiert und die spezifische Fluoreszenzlebenszeit

mithilfe des nachfolgenden Exponentialfunktion (Gleichung 7) berechnet.
e

1) = [£ IRF(t) Tiy Ae” T dt’ (7)
Diese Gleichung itegriert alle zeitlichen eingeteilten Photonenklassen unter bertcksichtigung
der Geratefunktion (IRF). Bei komplexeren Farbstoffverhalten muss die Exponentialfunktion
angepasst werden, um die Abklingfunktion besser zu beschreiben, hierbei wird die einfache
Exponentialfunktion um mehrere Exponenten erweitert. Zu Beachten ist, das beim
mathematischen Beschreiben der gemessenen spezifischen Abklingfunktion der
Anpassungsfehler (x?) nahe 1 liegt und damit auch die Schwankung des Fehlers tber die
gesamte Spanne der Anpassung an die Abklingfunktion nahe dem Nullwert liegt.

OD-Filter
Probe

—— M i M
-y | TSN g s

P v

— Treiber

Zeitkorrelierende
Elektronik

Sync. Ausgang

Abbildung 11: Aufbau der Messvorrichtung der zeitkorrelierten Einzelphotonzidhlung. Die Anregungslichtquelle
(rote Box) ist Giber den Anregungslichttreiber mit der Zeitschaltelektronik synchrinisiert. Dies resultiert in einer
Synchronitit der Photodiode (PMT) und der gepulsten Anregungslichtquelle. Uber einen Filter der optischen-
Dichte lasst sich die Anregungsleistung manuell regulieren. Uber einen Monochromator (M) lasst sich die
spezifische Emissionswellenldnge der zu untersuchenden Probe einstellen. Die Auswertung der detektierten
zeitlichen Photonenstatistik ldsst sich durch geeignete Computerprogramme und mathematische Funktionen
berechnen, wobei der blaue Graph die Instrumentenfunktion (IRF) beschreibt und der griine Graph die
gemessene spezifische Fluoreszenzlebenszeit.
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3.1.4 Langzeitemissionsmessungen

Fiir die Analyse des Emissionsverhalten (iber die Zeit wurde eine Kiivettenhalterung so gebaut
und justiert, dass mehrere Anregungslaserlinien von 532 nm (Linos, NANO250.532-100),
568 nm (Coherent, Sapphire-568 100CW_CDRH) und 641 nm (Toptica, iBEAM
smart_640S_11598) zur Messung verwendet werden konnten. Hierbei wurden die
verschiedenen Laserlinien lber eine Linse auf eine 50 ul Quartzglakivette (Hellma, 105.251-
QS) mit einer Schichtdicke von 0,3 cm fokusiert. Zur Messung verschiedener Proben, wurden
diese in diversen Puffern auf eine Konzentration von ~ 10 uM verdiinnt. Als verwendete Puffer
diente u.a. eine Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS, Sigma, D8537-500ML), mit oder ohne
100 mM B-Mercaptoethylamin (MEA-HCI; Sigma, M6500-25G), 50 mM Ascorbinsaure (Sigma,
26,855-6), ein enzymatisches Sauerstoffentzugssystem bestehend aus 5% D-Glukose (Sigma,
47829) mit 200 Einheiten / ml Katalase (Sigma, C100) und 11 Einheiten / ml Glukoseoxidase,
PBS (Sigma, D8537-500ML) mit 10 uM Erythrosin B (Sigma, 200964-5G) oder 1 M 3-
(Cyclohexylamino)-2-Hydroxy-1-Propansulfonsdure (CAPSO) (CarlRoth, 5584.2). Der pH-Wert
der Puffersysteme wurde jeweils mit Kaliumhydroxid (KOH, Sigma, 221473-25 G) eingestellt.
Die Emission der Probenlésung wurde hinter einem geeigneten Emissionsfilter (Langpass oder
Bandpass) mithilfe eines GlasfaBerspektrometers (Ocean Optics, USB2000) und dem

Computerprogramm SpectraSuite (Ocean Optics, Version 1.0162) detektiert.

3.1.5 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

Alle Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemessungen wurden an einem Aufbau, bestehend
aus einem inversen Fluoreszenzmirkroskop (Zeiss, Axiovert 100 TV), einem
Olimmersionsobjektiv (Zeiss Plan Apochromat, 63x, NA 1.4) und einem 640 nm Diodenlaser
(Coherent Cube). Uber einen Strahlteiler (Omega Optics 645DLRP) wurde der Anregungsstrahl
in das Olobjektiv und in die Probe umgeleitet. Die jeweiligen Proben wurden auf eine
Konzentration von £ 1 nM in Phosphatpuffer verdiinnt, auf ein Objekttrager mit zentraler
Vertiefung (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG) Uberfiihrt und mit einem Deckglas(Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG, 0107242) versiegelt. Die Probentemperatur wurde wahrend der
Messung, liber eine externe Wasserkiihlung, auf 25 °C gehalten. Die Anregungsleistung wurde
jeweils auf 400 pW eingestellt. Das Fluoreszenzlicht des konfokalen Anregungsvolumens

wurde Uber einen 50/50 Strahlteiler (Linos) und Uber ein GlaRfaserkabel an die jeweiligen
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Avalanche Photodioden (APD) (Perkin Elmer, SPCM-AQRH-14-FC) weitergeleitet. Durch eine
Korrelationskarte (ALV-5000/60X0 Multiple Tau Digital Real Correlator) wurden die jeweiligen
Signale abgeglichen und mit einer spezifischen Software (ALV-Correlator Software, V.3.0)
verrechnet. Fiir jede Probe wurden jeweils drei Autokorrelationsfunktionen fiir 5 Minuten

aufgenommen und Mittelwert fir die Analyse und den Vergleich der Daten gebildet.

3.2 Fluorszenzmikroskopie

Im Folgenden werden alle fluoreszenzmikroskopischen Aufbauten und Anwendung, die fiir

diese Arbeit benutzt wurden, beschrieben.

3.2.1 Mikroskopaufbau fiir dSTORM und DNA -PAINT

Alle Messungen wurden an einem, nach eigenen Spezifikationen, angefertigten Aufbau
durchgefiihrt. Dieser setzt sich aus einem inversen Weitfeldmikroskop (IX-71, Olympus),
bestehend aus einem Olimmersionsobjektiv (Olympus, APON 60XOTIRF, NA 1.49), einem
Objektivrevolver  (IX2-NPS, Olympus) und diversen Strahlteilern (HC560/659,
HC410/504/582/669, Semrock) um das Anregungslicht und Fluoreszenzlicht zu separieren. Fir
die Anregung der Proben dienten u.a. mehrere Anregungslichtquellen (Cube 640-100C,
Genesis MX 639, Genesis MX 561, Cube 405-100C, Sapphire-568 100CW_CDRH, Coherent;
NANO250.532-100, Linos) in Kombination mit jeweilig spezifischen
Anregungssauberungsfiltern (Laser Clean-up filter 640/10, 561/10, 405/20, Chroma). Der
Anregungslaser wurde Uber diverse Linsen auf die hintere Brennebene der Objektives
fokusiert. Die Messungen wurden in diversen llluminationsmodi gemessen (siehe jeweilige
Proben und Abschnitte). Des Weiteren konnte, flir Messungen mit zirkular polarisiertem
Anregungslicht, eine lambda/4-Platte (Thorlabs, SAQWP0O5M) in den Anregungsstrahlengang
eingebaut werden. Das Fluoreszenzlicht wurde Gber geeignete Bandpass- oder Langpassfilter
(HC697/75, LP647, FF01-679/41-25, FF01-835/70, Semrock; HC 679/41, HQ610/75, Chroma)
spektral gefiltert und Gber EMCCD (engl.: “electron-multiplying charge coupled device”) (iXon
DU-897, Andor) registriert. Fir die jeweiligen Aufnahmen wurden einheitliche
Aufnahmezeiten benutzt und die jeweilige Anzahl der aufzunehmenden Einzelbilder,

berechnet aus der Lange der Aufnahmezeit und der verwendeten Integrationszeit der Kamera,
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angepasst. Fir die jeweiligen Aufnahmen wurde, wenn nicht anders angegeben, eine
Anregungsleistungen von ~ 2.5 kW/cm? benutzt. Fir dSTORM-Messungen ist eine spezielle
Pufferzusammensetzung bestehend aus 100 mM B-Mercaptoethylamin (MEA, Sigma-Aldrich)
in PBS (Sigma-Aldrich, D8537-500ML) mit einem mit Kaliumhydroxid eingestellten pH-Wert
von ~ 7,4, notig. Zusatzlich dazu wurden auch Messungen durchgefiihrt, die neben dieser
Pufferzusammensetzung und diesem pH-Wert, auch ein enzymatisches
Sauerstoffreduktionssystem, bestehend aus 5 % (w/v) D-Glukose, 11 U/ml Glukoseoxidase
and 200 U/ml Katalase, beinhalteten. Des Weiteren wurden auch Messungen nur in PBS, ohne
zusatzliche Additive durchgefiihrt, bzw. auch anderer Puffer, bestehend aus 1 M 3-
(Cyclohexylamino)-2-Hydroxy-1-Propansulfonsdure (CAPSO) (CarlRoth, 5584.2) oder 10 mM L-
Histidin (Merck, H8000) verwendet.

Alle Messungen wurden entweder mit rapidSTORM3.3 oder mit ThunderSTORM analysiert
[45, 60]. Die Lokalisationsgenauigkeit wurde nach MORTENSEN berechnet [51]. Die
bilbasierende Auflésung wurde liber eine Implementierung in Image) mithilfe einer Fourier-

Ringkorrelation (FRC) mit einem Schwellenwert von 1/7 abgeschatzt [61, 62].

3.2.2 Fluoreszenzlebensdauermikroskopie und Photonenkoinzidenzkonfiguration

Alle bildgebenden Fluoreszenzlebenszeitmessungen, zeitlichen Einzelmolekil -
Intensitatsspuren und Photonenkoinzidenzmessungen wurden an einem MicroTime200
System (PicoQuant, Berlin, Deutschland) durchgefiihrt, bestehend aus einem FLIMbee
Galvanoscanner (PicuQant, Berlin, Deutschland), einem inversen Fluoreszenzmikroskop (1X83,
Olympus) mit einem Olimmersionsobjektiv  (60x, NA 1,45, Olympus), zwei
einzelphotonensensitiven Photodioden (engl.: “sinlge photon avalanche photodiode”, SPAD)
(Excelitas Technologies, 75154 K3, 75154 L6) und einem TimeHarp300 Mehrkanal-
Speichermodul (PicoQuant, Berlin, Deutschland). Uber ein Glasfaserkabel (NKT photonics,
SuperK FD PM, A502-010-110) wurde eine WeiRlichtlaserlichtquelle (NKT photonics, superK
extreme) fiir eine gepulste Anregung in das MicroTime200 — System gekoppelt. Alle
Messungen wurden mit einem 100 um Lochblende (engl.: “pinhole”) durchgefiihrt. Uber
einen 50/50 Strahlteiler (PicoQuant, Berlin, Deutschland) wurde das Emissionlicht auf die
beiden Detektoren aufgeteilt und abgelenkt. Um mogliche Fehlerquellen, beispielsweise
durch Lichtreflexe, Anregungsstreulicht oder dem Effekt des Nachgliihens der Detektoren, zu
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verringern, wurden vor den jeweiligen Detektoren zwei identische Bandpassfilter (ET700/75
M, Semrock) platziert. Alle Messungen wurden mit dem Computerprogramm SymPhoTime64
(PicoQuant, Berlin, Deutschland) durchgefiihrt und ausgewertet. Vor Beginn einer jeden
Messreihe wurde, mithilfe einer Farbstofflosung, die Lochblende auf ihre Position Uberpriift.
Hierzu wurde das zeitliche Intensitatssignal an den beiden Detektoren (iberprift und auf die
maximale Detektionsrate, iber die Lochblendenjustageschrauben, eingestellt. Des Weiteren
wurden vor jedem Messtag die beiden Detektoren zeitlich aufeinander abgestimmt und
angeglichen. Alle Messungen wurden mit zirkular polarisiertem Licht durchgefiihrt. Alle
bildgebenden  Fluoreszenzlebenszeitmessungen und  zeitlichen  Einzelmolekil -
Intensitatsspuren wurden mit einer Laserleistung von ~ 0.5 — 2,5 kW/cm? im T3-Modus mit
einer zeitlichen Auflosung von 25ps durchgefiihrt. Die Energielibertragungseffizienzen (E) der

DNA-Origami Konstrukte wurde nach Gleichung 8 berechnet:

E=1-2

T1

(8)

Hierbei wurde die Fluoreszenzlebenszeiten des 18 nm DNA-Origami Konstruktes mit einer
monoexonentiellen Anpassung und alle weiteren mehrfach markierten DNA-Origami
Konstukte mit einer biexponentiellen Anpassung aus den entsprechenden
Intensitatstrajektoren der DNA-Origami Konstrukte bestimmt. Die erste
Fluoreszenzlebenszeitkomponente (t1) wurde dabei auf die Fluoreszenzlebenszeit des 18 nm
DNA-Origami Konstuktes festgesetzt. Durch Entfernen des Synchronisationskabels am
Computersteckplatz und einstecken des Detektorkabels des zweiten Detektors an diesen
Steckplatz, wurde eine Konfiguration des Systems fir Photonenkoinzidenzmessungen
erreicht. Alle Messungen des Photonenkoinzidenzsignals wurden mit dieser Konfiguration im
T2—-Modus durchgefiihrt. Hierbei wurde als Photostabilisation ein Puffersystem mit
Trolox/Troloxquinon, ein wasserl6sliches Derivat des Vitamin E (Sigma-Aldrich, 238813), in
PBS (Sigma-Aldrich, D8537-500ML), pH ~ 7,4, verwendet. Daneben wurden ebenso
Photoschaltpuffer, bestehend aus 100 mM B-Mercaptoethylamin (MEA, Sigma-Aldrich) in PBS
(Sigma-Aldrich, D8537-500ML), pH ~ 7,4, verwendet.

Fiir die Analyse der Photonenkoinzidenzhistogramme wurde der Mittelwert des Maximums
zum Zeitpunkt t = 0 aus dem Mittelwert der jeweiligen ersten vier Nebenmaxima zum Maxima

zum Zeitpunkt t = 0 berechnet.
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3.3 Herstellung von DNA-Origami Konstrukten
Im Folgenden wird die Vorgehensweise zur Entwicklung, Herstellung und Aufreinigung der in
dieser Arbeit verwendeten DNA-Origami Konstrukte beschrieben. Dabei wurde nach der

standardisierten Vorgehensweise verfahren [63].

3.3.1 Computerbasierte Gestaltung des DNA-Origami

Fir die Gestaltung des DNA-Origami Konstuktes wurde das Computerprogramm caDNAno
2.2.0 verwendet [64, 65]. Dieses Programm kann, wie in dieser Arbeit genutzt, fir eine
dreidimensionale Visualisierung des DNA-Origami Konstuktes in das 3D-Visualisierungs- und
Animationsprogramm Autodesk Maya 2012 implementiert werden. Fir die Gestaltung des
DNA-Origami wurde die Gitternetzstruktur in caDNAno 2.2.0 verwendet. Durch das jeweilige
Anklicken der gewilinschten Gitternetzpunkte kann ein beliebiges Muster erzeugt werden,
dass synchron auch als dreidimensionale Struktur erscheint. Ist die gewlinschte Struktur
gestaltet, kann die jeweilige DNA-Geriststrangsequenz ausgewahlt werden. Fir die
Konstruktion der DNA-Origami wurde die zirkulare einzelstrangige Bakteriophagen-DNA
p7560 aus einem M13mp18 Derivat (tilibit nanosystems, M1-32) verwendet. Die nétigen
einzelstrangigen Gegenstrange, um den Gerlststrang in die gestaltete Struktur zu tUberfihren,
konnen automatisiert berechnet und ausgegeben werden, dennoch ist eine manuelle
Uberpriifung der jeweiligen Gegenstrange im Hinblick auf die Hybridisierungslinge und -
stellen erforderlich. Nach erfolgter Uberpriifung kénnen alle mittels caDNAno 2.2.0
gestalteten DNA-Origami Konstrukte und einzelne Sequenzen, sowie hybridisierte Sequenzen,

in diversen Dateiformaten fiir die Weiterverarbeitung exportiert werden.

3.3.2 Stabilitatssimulation des DNA-Origami

Die mechanische Stabilitat des gestalteten DNA-Origami Konstrukts kann mithilfe der online—
Plattform CanDO berechnet und vorhergesagt werden [66, 67]. Hierzu kdnnen die jeweiligen
zuvor abgespeicherten DNA-Sequenzen ausgewahlt und hochgeladen werden. Des Weiteren
konnen DNA spezifische Parameter wie Biegungswinkel, Basenabstand, und Basenwinkel
angepasst und abgedndert oder die eingespeicherten Standardparameter beibelassen

werden. Nach erfolgreicher Berechnung erhalt der Benutzer eine elektronische Mail mit allen
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Ergebnissen der Berechnungen, sowie eine Heatmap und Animationen der Stabilitdt des
berechneten DNA-Origami Konstrukts. Bei ungenligender Stabilitdit konnen an der DNA-
Origami Struktur und den jeweiligen Sequenzen Nachbesserungen mithilfe der
Gestaltungssoftware caDNAno 2.2.0 vorgenommen werden und die Stabilitdt erneut

berechnet werden.

3.3.3 Hybridisierung des DNA-Origami

Alle Farbstoff- oder TCO-modifizierten Oligonukleotidsequenzen wurden bei der biomers.net
GmbH bestellt. Alle Biotin-modifizierten Sequenzen wurden bei SigmaAldrich Inc. bestellt. Alle
unmodifizierten Oligonukleotide wurden bei der Merck KGaA bestellt. Die einzelstrangige
Gerlistsequenz p7560 wurde bei tilibit bestellt (tilibit nanosystems, M1-32). Samtliche fir die

DNA-Origami Konstrukte nétigen Sequenzen sind im Anhang aufgelistet.

Die Hybridisierung des gestalteter DNA-Origami Konstukte erfolgte durch einen
Temperaturgradienten von 90 °C — 4 °C mit -1 °C/min in 200 pl ReaktionsgefdBen (A.
Hartenstein, RK02) zu je 50 ul Reaktionslésung. Die Hybridisierung wurde in einem
ThermoCycler (C1000 Thermal Cycler, BioRad) durchgefiihrt. Der DNA-Origami
Hybridisierungspuffer setzte sich in seiner finalen Konzentration aus 5 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Merck, 1.08382.2500), 5 mM Natriumchlorid (NaCl)
(Sigma, S5880-1KG), 1 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (Sigma, E1644-250G) und 12
mM  Magnesiumchlorid (MgClz) (AppliChem, A4425,0500) zusammen. In diese
Hybridisierungslosung wurden jeweils 10 nM zirkulare einzelstrangige Gerliststrang-DNA, 150
nM unmodifizierte Gegenstrange, sowie jeweils 300 nM Farbstoff— oder TCO-modifizierte und
Biotin-modifizierte Gegenstrange gegeben. Fiir die die Herstellung von DNA-PAINT tauglichen
DNA-Origami Strukturen wurden TCO-modifizierte Oligosequenzen benutzt. Nach erfolgter
Faltung dieser TCO-modifizierten DNA-Origami Stukturen wurden diese mit einem 10-fach
Uberschuss an 5" - modifizierten Methyl-Tetrazin (M — Tet) Oligosequenzen (5'- 3": M-Tet- TTA
TAC ATC TA) je TCO-Modifikation fiir 2 h bei 4 °C inkubiert und anschlieend augereinigt.
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3.3.4 Aufreinigung und Qualitdtskontrolle

Nach erfolgter Hybridisierungsreaktion wurden als Referenzlosungen 10 ul der jeweiligen
Hybridisierungslosungen entnommen und mit 2 pl Interkalationsfarbstoff (Safe-Green™,
Applied Biological Materials Inc., G108-G) und 2ul Ladepuffer, bestehend aus 10 mM TRIS
(Merck, 1.08382.2500), 60 % Glycerol (v/v) (Merck, 1.37028.1000) und 0,03 %
Bromphenolblau (w/v) (Carl Roth, T116.1), versetzt. Das restliche Volumen der jeweiligen
DNA-Origami Konstrukte wurde jeweils mit 10 ul Ladepuffer versetzt. Fir die Aufreinigung
wurde ein 1,5 % (w/v) Agarosegel gegossen, dass aus 0,75 g Agarose (Sigma, A9539-500G)
bestand und mit 1x TBE, dessen 10x Pufferlésung aus 450 mM TRIS (Merck, 1.08382.2500),
450 mM Borsadure (Merck, K1898765) und 10 mM EDTA (Sigma, E1644-250G) bestand, auf 50
g aufgefillt wurde. Nach Abkiihlen des Agarosegels auf ca. 60 °C wurden dem Gel 12 mM
MgCl, (AppliChem, A4425,0500) zugefligt und das Agarosegel anschlieBend in einer Kammer
gegossen und ausgekihlt. Das abgekiihlte Agarosegel wurde in einer Agarosegelkammer
(Mini-SubCell GT, BioRad) mit 0,5 x TBE-Puffer Gibergossen und die praparierten Losungen in
die jeweiligen Taschen (berfilihrt. Die Agarosegelkammer wurde an eine Spannungsquelle
(PowerPac™ Basic, BioRad) angeschlossen und auf Eis eine Spannung von 70 V fiir ca. 2h
angelegt. Nach 2 h wurden die Referenzbanden langst des Agarosegels abgeschnitten, unter
einem UV Transilluminator (UST20M-8E , INTAS) die Bande mit einem Skalpell markiert und
das UV Licht wieder abgeschaltet. Danach wurde das abgeschnittene Agarosegelstiick, das die
DNA-Origami Konstrukte ohne Interkalationsfarbstoff beinhaltete, wieder mit dem Gel der
markierten Referenzbande vereint und die jeweiligen DNA-Origami Konstrukte der jeweiligen
Taschen auf Referenzbandenhohe ausgeschnitten. AnschlieBend wurden die
ausgeschnittenen Banden mit einem Skalpell zerkleinert und in DNA-Gel-
Extraktionszentrifugensdulen (Freeze N’ Squeeze, 7326165, BioRad) uberfihrt. Diese
Zentrifugensaulen wurden flir 5 Minuten bei -20 °C inkubiert und anschlieffend mithilfe einer
Tischzentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus) flir 3 Minuten bei 13.000 G abzentrifugiert. Die
Saulen wurden daraufhin verworfen und der Inhalt der R6hrchen, der die aufgereinigten DNA-

Origami beinhaltete, flir die weitere Verwendung genutzt.

Fir die Uberpriifung der korrekten Struktur der DNA-Origami wurden die aufgereinigten
Konstrukte unter einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) (JEM 1011, JEOL)
betrachtet. Die Aufnahmen wurden in der Zentralen Abteilung fir Mikroskopie am

Biozentrum der Universitat Wiirzburg von Daniela Bunsen und Anne Kriigl unter der Leitung
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von Prof. Dr. Christian Stigloher durchgefiihrt. Hierzu wurden zuerst Kohlenstoff beschichtete
100 Mesh TEM-Grids frisch beglimmt. Auf die praparierten TEM-Grids wurden jeweils 15 pl
Probenlosung Uberfliihrt und fiir 2 Minuten inkubiert. Die Probenflissigkeit wurde
anschlieBend mit einem Filterpapier abgezogen und das Grid 4-mal in 20 pl einer 0,75 %
Uranylacetatlosung (EMS, 22400) getaucht und direkt mit einem Filterpapier getrocknet.
AnschlieRend wurde das Grid fur 45 Sekunden in 20 pl einer 0,75 % Uranylacetatlosung
inkubiert und anschlieffend mit einem Filterpapier die FlUssigkeit abgezogen. Die praparierten
Grids wurden danach bis zum Einschleusen in das Transmissionselektronenmikroskop

luftgetrocknet.

3.4 Dendronsysteme und -strukturen

Alle Dendronstrukturen wurden am Lehrstuhl flr organische und biologische Chemie der
organischen Chemie der Julius-Maximilians Universitat Wirzburg von Dr. Natalia Wolf und
Louise Kersting unter Leitung von Prof. Dr. Jirgen Seibel synthetisiert. Die verwendeten

Dendronsysteme und —strukturen sind in Abbildung 12 aufgefiihrt.
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Abbildung 12: Synthetisierte Dendronstrukturen unterschiedlicher Lidnge. A) Diese Dendronstrukturen wurden
von Dr. Natalia Wolf via Klick-Chemie synthetisiert. Dabei wurde eine Kupfer-katalysierte Huisgen-Cycloaddition
von Alkinen und Aziden durchgefiihrt, um die Alexa Fluor 647 modifizierten Dendronstrukturen aufzubauen.
Dabei bezieht sich a), b) und c) auf die jeweiligen diversen Kohlenwasserstoffketten vonn=1,n=4und n=7.
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden diese Dendronstrukturen als C3 (n=1), C6 (n=4) bzw C9 (n=7), angelehnt
an die Anzahl der Kohlenstoffe, bezeichnet. Als funktionelle Gruppe im aktiven Zentrum ist jeweils ein Tetrazine
angebracht B) Diese Dendronstruktur wurde von Louise Kersting (Lehrstuhl fiir organische Chemie an der Julius-
Maximilians Univesitdit Wairzburg) ebenfalls {ber eine Huisgen-Cycloaddition durchgefiihrt. Diese
Dendronstruktur ist ebenso mit Alexa Fluor 647 modifiziert und tragt ebenso ein Tetrazine im aktiven Zentrum.
Auch hier wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit diese Struktur, angelehnt an die Lange der
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Kohlenwasserstoffkette, als C17N (17 Kohlenstoffatome und einem Stickstoffatom) bezeichnet. Alle
Dendronstrukturen spiegeln dabei die erste Generation (G1) dieser Dendronsysteme wieder.

Fir die weitere Verwendung bzw. das Anbringen der Dendronsysteme an eine Zielstruktur,
wurden alle Dendronen im aktiven Zentrum mit einem Tetrazin modifiziert, das Uber eine
inverse Elektronenbedarfs-Diels-Alder-Reaktion unter physiologischen Bedingungen mit Trans-

Cyclooctenen reagieren kann [36, 37, 38].

3.5 Probenpraparationen

Im folgenden werden alle fir diese Arbeit bendtigten Fluorophore und biologischen Proben
aufgelistet. Flr alle Einzelmolekiloberflaichen und Immunofluoreszenzproben wurden ein
acht-Kammer hoch-prazesions Deckglassystem (Cellvis, C8-1.5H-N) mit einer Deckglasdicke

von 170 um prapariert und verwendet.

3.5.1 Fluorophore

Fiir diese Arbeit wurden die Farbstoffe Alexa Fluor 647 (Al647) (LifeTech, A20106), Cy5 (GE-
Healthcare, PA15101), ATTO647N (ATTO-TEC, AD647N-31), CF660C (GE-Healthcare,
SCJ4600050), ATTO565 (ATTO-TEC, AD565-31) und Cy7 (Biomol, 239054) als N-
Hydroxysuccinimid-Ester (NHS-Ester) verwendet. Des Weiteren wurde der Farbstoff Cy5
ebenfalls auch als H-Tetrazin (H-Tet) (Jena Bioscience, CLK-015-05) verwendet. Fiir DNA-PAINT
Messungen der DNA-Origami Konstrukte wurde ein Cy3B gekoppelter Belichtungsstrang (5 -
3": Cy3B — CTA GAT GTAT, biomers.net GmbH) verwendet.

3.5.2 Oligonukleotidmodifizierung

Fiir Messungen der Cy7-DNA-PAINT Photokonversionsmethode wurden 5" Amin-modifizierter
Oligos (5'-3": AmC6-GTAATGAAGA, biomers.net GmbH) mit Cy7-NHS Farbstoffen gekoppelt.
Hierzu wurden 10 pM Oligonukleotide mit einem 25-fachen Uberschuss an Cy7-NHS in 100
mM Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Fluka, 71999), pH ~ 9,5, zu einem Volumen von 100 pl
fir 4 h auf Raumtemperatur (RT, 20 °C) inkubiert. Die Kopplungslésung wurde anschlieRend

mittels Hochleistungsfllssigkeitschromatographie aufgereinigt.
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3.5.3 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Fir Analysen von freien Farbstoffen oder fiir die Kopplung von Farbstoffen an
Oligonukleotidsequenzen wurde eine Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.: High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)) zur Aufreinigung durchgefiihrt. Hierzu wurde
eine Kintex-Biphenylsdule (Phenomenex, 00F-4622-E0) mit einer PartikelgroRe von 2,6 um
und einer PorengroRe von 100-Angstrom (A) verwendet. Fiir die Aufreinigung von freien
Farbstoffen bestand Eluent A aus 0,1 % wassriger Trifluoressigsaure (Sigma, 302031) und
Eluent B aus 75 % Acetonitril (ChemSolute, 2697.2500) mit 0,1 % Trifluoressigsaure (Sigma,
302031). Fir die Aufreinigung von Oligonukleotid-gekoppelten Farbstoffen bestand Eluent A
aus 0,1 M Triethylammoniumacetat (TEAA) (AppliChem, A3846,1000) und Eluent B aus 75 %
Acetonitril (ChemSolute, 2697.2500) mit 0,1 M TEAA (AppliChem, A3846,1000). In beiden
Fallen wurde ein linearer Gradient von 0 % Eluent B auf 60 % Eluent B Gber 30 Minuten, mit
einer Flussrate von 1 ml/min verwendet. Die jeweilige aufgefangene Probe wurde in einer
Vakuumzentrifuge, bestehent aus einer Zentrifuge (ThermoSCIENTIFIC, SAVANT SPD111V),
einer Kihlfalle (ThermoSCIENTIFIC, RVT400) und einer Olpumpe (ThermoSavant, VLP80),
getrocknet. Die so aufgereinigten und getrockneten freien Farbstoffen wurden in
wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DMSO) (Invitrogen, D12345) und die farbstoffgekoppelten
Oligonukleotidsequenzen in vollentsaltzdem Wasser (ddH,0) gelost. Die jeweiligen
Konzentrationen wurden anschlieBend durch Messungen der Absorption an einem UV-VIS

Spektromerter (Jasco, V650) bestimmt.

3.5.4 Proteinmarkierung

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen wurden sekundare Immunglobulin G
Antikorper (IgG) gegen Kaninchennantikorper aus der Ziege (engl.: goat-anti-rabbit (gar))
(Invitrogen, 31212) und sekundére 1gG Antikorper gegen Mausantikdrper aus der Ziege (engl.:
goat-anti-mouse (gam)) (SigmaAldrich, SAB3701063-1) benutzt und mit Farbstoffen
gekoppelt. Ebenso wurden auch priméare Kaninchen IgG Antikoérper gegen a-Tubulin (Abcam,
#ab18251) modifiziert. Fir Analysen des Einflusses der Farbstoffdichte an Antikorper, wurden
sekundire Antikérper mit einem Uberschuss an Al647-NHS und Cy5-NHS inkubiert. Die

Kopplung der Antikérper mit Farbstoffen wurde fiir 4 Stunden auf Raumtemperatur (RT) in
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100 mM Dinatriumtetraborat-Decahydrat (Fluka, 71999) Kopplungspuffer bei einem pH-Wert
von ~ 9,5 durchgefiihrt. Hierbei wurden jeweils 100 pg 1gG Antikorper durch 0,5 ml
Entsaltzungssaulen (40K MWCO, ThermoFisher, 87766) in 100 ul Kopplungspuffer Giberfiihrt.
Flr die diversen Al647 Farbstoffkopplungsgrade wurden verschiedene Farbstoffiiberschiisse
verwendet. Fir gam-IgG Antikdrper mit einem Kopplungsgrad von ~ 0,9, sowie fiir gar-lgG
Antikérper mit einem Kopplungsgrad von ~ 1,1 wurde ein 2x Uberschuss an Farbstoff, im
Verhaltnis zum IgG Antikorper, verwendet. Fiir den Kopplungsgrad von ~ 2,1, ~ 4,1 und ~ 8,3
am gar — 1gG Antikorper wurde jeweils ein 5x, 20x und 35x Farbstoffliberschuss verwendet.
Fir die Cy5 IgG-gar Kopplungsgrade von ~ 1,1 bzw. ~ 3,7 wurden 2x bzw. 15x
Farbstoffliberschiisse eingesetzt. Fir Analysen dieser gekoppelten Antikorper auf
Einzelmolekiloberflachen, wurden zusatzlich primare IgG Antikorper gegen a-Tubulin
(Abcam, ab18251) mit Biotin-NHS (Merck, 203112) modifiziert. Hierfir wurden 100 pg primare
Antikorper wie beschrieben in Kopplungspuffer Gberfiihrt und mit 250 ug Biotin-NHS (Merck,
203112) inkubiert. Zur Aufreinigung aller Antikorper wurden 0,5 ml Entsaltzungssaulen (40K
MWCO, ThermoFisher, 87766) verwendet und die Antikorper in Phosphatpuffer (PBS) (Sigma-
Aldrich, D8537-500 ML) tGberfihrt. Fiir den Cy7-Kopplungsgrad von ~ 4,0 an gar-1gG Antikorper
wurde ein 35x Uberschuss an Cy7-NHS verwendet und wie zuvor beschrieben vorgegangen.
Fiir DNA — PAINT Ansitze wurden 100 pg gar-1gG Antikérper mit einem 15x Uberschuss an
trans-Cycloocten-NHS mit einer 4-fach  Polyethylenglycolkette  (TCO-PEG4-NHS)
(JenaBioscience, CLK-A137-10) verwendet und wie zuvor beschreiben vorgegangen. Die
jeweilige Proteinkonzentration, sowie der jeweilige Farbstoffkopplungsgrad wurde durch

Messung der Absorption an einem UV-VIS Spektromerter (Jasco, V650) bestimmt.

3.5.5 Zellpraparation und Zellfarbung

Fir alle Ansatze wurden fibroblastendhnliche Zellen der Niere der afrikanischen griinen
Meerkatze (COS7, Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, #605470) verwendet. Diese Zellen
wurden in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma, #D8062), das 10 % fetales
Kalberserum (SigmaAldrich, #F7524), 100 Einheiten/ml Penicillin und 0,1 mg/ml Streptomycin
(Sigma-Aldrich, #P4333) beinhaltete, bei 37 °Cund 5 % CO; kultiviert. Die Zellen wurden in T25

Kulturflaschen (Greiner Bio-One) herangeziichtet.
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Fir alle Immunofluoreszenzfarbungen wurden COS7 — Zellen in einer Konzentration von 2,5 x
10* Zellen/Kammer in die Kammern eines acht-Kammer hoch-prazesions Deckglassystem
(Cellvis, C8-1.5H-N) Gberfiihrt und fiir 3 Stunden bei 37 °Cund 5 % COz inkubiert. Die Kammern
wurden danach jeweils 3x mit 37 °C warmen Phosphatpuffer (PBS) (Sigma-Aldrich, D8537-500
ML) gewaschen. Die Zellen wurden anschliefend mit 0,3 % Glutaraldehyd (GA) (EMS, 16220)
und 0,25 % Triton X-100 (ThermoFisher, 28314) in einem speziellen Zytoskelletpuffer,
bestehend aus 10 mM MES (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure) ((Sigma-Aldrich, M8250), pH
6.1), 150 mM NacCl (Sigma-Aldrich, 55886), 5 mM EGTA (Ethylendioxy-bis(ethylennitrilo)-
tetraessigsaure) (Sigma-Aldrich, 03777), 5 mM Glukose (Sigma-Aldrich, G7021) und 5 mM
MgCl, (Sigma-Aldrich, M9272), flir 2 Minuten permeabilisiert. Die Zellen wurden danach fir
10 Minuten mit einer 37 °C warmen Losung aus 2 % Glutaraldehyd (EMS, 16220) in
Zytoskelettpuffer fixiert und anschlieBend 2x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen. Die
Zellen wurden nach Fixierung mit 0,1 % Natriumborhydrid (Sigma-Aldrich, 71320) in PBS
(Sigma, D8537-500ML) fiir 7 min inkubiert und anschlieRend 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML)
gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit 5 % (w/v) Rinderserumalbumin in PBS (Sigma,
D8537-500ML) inkubiert und die Glasoberfldache fiir 30 min geblockt. Die behandelten Zellen
wurden anschlieRend mit 2 ng/ul priméren IgG Antikorper gegen a-Tubulin (Abcam,
#ab18251), 2 ng/ul primaren 1gG Antikorper gegen B-Tubulin (Sigma-Aldrich, T8328) oder 2
ng/ul primaren 1gG Antikorper gegen Clathrin (Abcam, #ab21679) fiir eine Stunde in 5 %
Rinderserumalbumin inkubiert. Nach der Inkubation mit primaren Antikérpern wurden die
Zellen einmal mit PBS und zweimal mit 0,1 % Tween20 (ThermoFisher, 28320) in PBS (Sigma,
D8537-500ML) fiir jeweils 5 Minuten gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen jeweils mit
4 ng/ul sekundéaren IgG Antikérpern in 5 % Rinderserumalbumin fur 45 Minuten behandelt.
Nach der Inkubation mit sekundaren Antikérpern wurden die Zellen einmal mit PBS (Sigma,
D8537-500ML) und zweimal mit 0,1 % Tween20 (ThermoFisher, 28320) in PBS (Sigma, D8537-
500ML) fiir jeweils 5 Minuten gewaschen. Die Antikdrper wurden anschlieBend mit einer 4 %
Formaldehydl6sung (SigmaAldrich, F8775) in PBS (Sigma, D8537-500ML) fiir 10 Minuten fixiert
und daraufhin 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen. Fir die
Immunofluoreszenzmarkierung mehrerer zelluldrer Strukturen wurden ein sequentielle
Inkubation durchgefiihrt und die jeweiligen Strukturen mit den jeweiligen primaren und

sekundaren IgG Antikorpern nacheinander inkubiert und fixiert.
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Fiir die Immunofarbung zellularer Strukturen der DNA-PAINT Ansatze wurden die Zellen wie
zuvor beschrieben behandelt und mit 5 ng/ul primaren 1gG Antikérpern gegen a-Tubulin
(Abcam, #ab18251), sowie 10 ng/ pl sekundaren 1gG Antikorper (gar), modifiziert mit PEG4-
TCO, inkubiert. Nachdem die Zellen 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen wurden,
wurde diese mit 10 pg/ml einer 5’-Tetrazin-modifizierten Oligonukleotidsequenzen (5°-3": Tet-
TTTCTTCATTA, biomers.net) fir 15 Minuten in PBS (Sigma, D8537-500ML) auf
Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend dreimal mit PBS (Sigma, D8537-

500ML) gewaschen.

3.5.6 Einzelmolekiiloberflachenpraparation

Die verwendeten Deckglassysteme wurden zu Beginn einmalig mit PBS (Sigma, D8537-500ML)
gewaschen und anschlieRend mit einer 2 % Hellmanexlosung (Hellma, 9-307-011-4- 507) fur
eine Stunde gereinigt. Darauf wurden die Kammern 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML)
gewaschen und fiir 20 Minuten mit 1 M Kaliumhydroxid (KOH) (Fulka, 06005) behandelt.
AnschlieBend wurden die Deckglasersysteme mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen und
Uber Nacht bei 4 °C mit 10 % Polyethylenglycol 400 (PEGaeo) (Fulka, 81170) inkubiert.

Antikorperoberflachen
Nach Behandlung mit 10 % PEGago wurden die Deckglassysteme 3x mit PBS (Sigma, D8537-
500ML) gewaschen und anschlieBend Uber Nacht bei 4 °C mit einer Losung aus 10 g/L
Rinderserumalbumin (ThermoFisher, 30036578) und 0,01 g/L Biotin gekoppeltes
Rinderserumsalbumin (ThermoFisher, 29130) in PBS (Sigma, D8537-500ML) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Oberflaichen 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen und
daraufhin mit 0,1 g/L Neutravidin (ThermoFisher, 31050) in PBS fir 20 Minuten inkubiert.
Danach wurden die Oberflachen 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen und mit 1 ng/pl
biotinylierten primaren 1gG Antikérpern gegen a-Tubulin (Abcam, ab18251) fiir eine Minute
inkubiert. Nachdem die inkubierten Oberflichen 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML)
gewaschen wurden, wurden diese mit 0,5 ng/ul farbstoffgekoppelte sekundare Antikérper fir
1 Minute in PBS (Sigma, D8537-500ML) inkubiert und die Oberflache abschlieBend 3x mit PBS
(Sigma, D8537-500ML) gewaschen.
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Oligonukleotide Oberflachen
Fir die Herstellung von Einzelmolekilloberflaichen aus doppelstrangigen Oligonukleotiden
wurden 3" biotinylierte DNA-Sequenzen (5'-3": GGGGTATGTGTGTGGGG- [BtnTg]) und 3’
gekoppelte Sequenzen mit Alexa Fluor 647 (5'-3': CCCCACACACATACCCC[AI647]) verwendet.
Alle Sequenzen wurden HPLC gereinigt bei IBA bestellt. Fir die Hybridisierung der
einzelstrangigen modifizierten Sequenzen wurden 1 uM biotinylierte Oligonukleotide und 0,1
UM Alexa Fluor 647 modifizierte Oligonukleotide in 50 ul PBS (Sigma, D8537-500ML) vereinigt.
Die Hybridisierung des Sequenzen erfolgte durch einen Temperaturgradienten von 80 °C auf
4 °C mit -1 °C/min in 200 pl ReaktionsgefdBen (A. Hartenstein, RK02) zu je 50 ul
Reaktionslésung. Der Hybridisierung wurde in einem ThermoCycler (C1000 Thermal Cycler,

BioRad) durchgefiihrt.

Nach Behandlung der Oberflachen mit 10 % PEGaoo wurden die Deckglassysteme 3x mit PBS
(Sigma, D8537-500ML) gewaschen und anschlieBend iber Nacht bei 4 °C mit einer LOsung aus
10 g/L Rinderserumalbumin (ThermoFisher, 30036578) und 0,01 g/L Biotin gekoppeltes
Rinderserumsalbumin (ThermoFisher, 29130) in PBS (Sigma, D8537-500ML) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Oberflachen 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen und
daraufhin mit 0,1 g/L Neutravidin (ThermoFisher, 31050) in PBS fir 20 Minuten inkubiert.
Danach wurden die Oberflachen 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen. Nach erfolgter
Hybridisierung wurde die Oligonukleotidlésung 1:10000 in PBS (Sigma, D8537-500ML)
verdliinnt und die Oberfliche mit dieser verdiinnten Lésung fir eine Minute inkubiert.

AbschlieBend wurde die Oberflache 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen.

DNA-Origami Oberflachen
Nach Behandlung mit 10 % PEGago wurden die Deckglassysteme 3x mit PBS (Sigma, D8537-
500ML) gewaschen und anschlieRend (iber Nacht bei 4 °C mit einer Losung aus 0,5 g/L
biotinyliertem Rinderserumsalbumin (ThermoFisher, 29130) in PBS (Sigma, D8537-500ML)
inkubiert. AnschlieRend wurden die Oberflichen 3x mit PBS (Sigma, D8537-500ML)
gewaschen und daraufhin mit 0,5 g/L Neutravidin (ThermoFisher, 31050) in PBS fur 20
Minuten inkubiert. Danach wurden die Oberflachen 1x mit PBS (Sigma, D8537-500ML) und 2x
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mit 50 mM MgCl, (AppliChem, A4425,0500) in PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen. Die
DNA-Origami Konstrukte wurden jeweils am Tag der Messung hybridisiert und aufgereinigt.
Hiermit wurde gewahrleistet, dass die DNA-Origami Konstrukte intakt waren. Die
aufgereinigten DNA-Origami Konstrukte wurden daraufhin jeweils 1:5 in 50 mM MgCI2
(AppliChem, A4425,0500) in PBS (Sigma, D8537-500ML) verdiinnt und jeweils flir 15 Minuten
auf die praparierten Oberflachen gegeben. AbschlieBend wurde die Oberflache 3x mit 50 mM
MgCl, (AppliChem, A4425,0500) in PBS (Sigma, D8537-500ML) gewaschen.
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4 Ergebnisse

Alle folgenden Einzelmolekiilmessungen, Ensemble Absorptions- und Emissionsmessungen,
Fluoreszenzlebenszeit- und Photonenkoinzidenzmessungen, sowie alle bildgebende
Fluoreszenzlebensdauermikroskopiemessungen wurden von mir am Lehrstuhl der Biophysik
& Biotechnologie der Julius-Maximilians Universitat Wirzburg durchgefiihrt. Samtliche
chemischen Analysen und Pufferbedingungen der Photokonversion von Cyaninfarbstoffen
wurden von Dr. Siddharth S. Matikonda unter Leitung von Prof. Dr. Martin J. Schnermann am
“Chemical Biology Laboratory” des “National Cancer Institue” in Frederick (USA), sowie von
Prof. Dr. Alexander Greer am Lehrstuhl fir Chemie des Brooklyn College der “City University
of New York” in Brooklyn durchgefiihrt. Samtliche Rekonstruktionen via neuronaler
Netzwerke wurden von Prof. Dr. Philip Kollmansberger am “Center for Computational and
Theoretical Biology (CCTB)” der Julius-Maximilians Universitdat Wirzburg durchgefiihrt. Alle
DNA-PAINT Messungen wurden von Mara Meub am Lehrstuhl fiir Biophysik & Biotechnologie
der Julius-Maximilians Universitat Wirzburg durchgefiihrt. Des Weiteren wurden alle
Messungen zur Qualitatskontrolle der DNA-Origami Konstrukte mittels
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) in der Zentralen Abteilung fur Mikroskopie am
Biozentrum der Julius-Maximilians Universitat Wiirzburg von Daniela Bunsen und Anne Kriigl
unter der Leitung von Prof. Dr. Christian Stigloher durchgefiihrt. Samtliche
Fluoreszenzfarbungen und dSTORM Messungen von Rezeptoren wurden vom Alexander
Kuhlemann am Lehrstuhl fir Biophysik & Biotechnologie der Julius-Maximilians Universitat

Wirzburg durchgefiihrt.

4.1 Photokonversion von Cyaninfarbstoffen
Im Folgenden werden alle Ergebnisse des Phanomens der Photokonversion von

Cyaninfarbstoffen aufgefiihrt.

4.1.1 Ensemble- und bildgebende Spektroskopie
Anfanglich wurden Kivettenmessungen zur Photostabilitdit von Cyaninfarbstoffen unter
diversen Pufferbedingungen durchgefiihrt. Zu Beginn und am Ende dieser Messungen wurden

Spektren der jeweiligen Absorption und Emission aufgenommen und verglichen. Die
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Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 13 aufgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass IgG
gekoppelte Alexa Fluor 647 (Al 647) Farbstoffe einen steilen Abfall der Fluoreszenzintensitat
Uber die Zeit zeigen. Die beiden freien Farbstoffe Al 647 und Cy5 zeigen einen vergleichbaren
Abfall der Fluoreszenzintensitat iber die Zeit, wobei Cy5 einen etwas schnelleren Abfall der

Fluoreszenzintensitat aufweist.
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Abbildung 13: Ensemble Photozerstérungsmessungen unter verschiedenen Pufferbedingungen. A) Zeitspuren
der Fluoreszenzintensitaten von freiem Alexa Fluor 647 (Al647) und Cy5 Farbstoff, sowie Al647 gekoppelten I1gG
Antikérpern in PBS (pH 7,4) unter 0,7 W/cm? Laseranregung bei 640 nm. B) Relatives Ensemble
Absorptionsspektren von Al647 (durchgezogene Linien) und Cy5 Farbstoff (gepunktete Linie) in PBS (pH 7,4) zu
Beginn der Messungen (schwarz) und am Ende (rot) der Messungen von A). C) Zeitpuren der
Fluoreszenzintensitdten von freiem Al647 Farbstoff unter 0,7 W/cm? Anregung bei 641 nm in PBS (pH 7,4) (rot,
640 nm), unter zusatzlicher Anregung bei 532 nm (grau, 640 nm + 532 nm), unter Ascorbinsdure oder
enzymatischen Sauerstoffentzugssystem, bestehend aus Glukose, Glukoseoxidase und Katalase, als
Pufferzusatze (blau, AA/GlucOx), unter Zugabe von Thiolen mit/ohne Sauerstoffentzugssystem im Puffer (grin,
MEA (xGlucOx)), sowie Zugabe von Erythrosin B (EB) unter zusatzlicher Anregung der Probe bei 532 nm (gelb).
D) Relatives Absorptionsspektrum von Al647 unter Thiolpufferbedingungen (pH 7,4) ohne Verwendung eines
Sauerstoffentzugssystems zu Beginn (schwarz) und am Ende (rot) der entspechenden Messung von C) (grin).
Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 2 (Publikationsliste): https://doi.org/10.1038/s41592-
021-01061-2.

Zu Beginn der Messungen zeigen beide freie Farbstoffe (Al647 und Cy5) ein relativ ahnliches
Absorptionsspektrum (Abb. 13 B). Nach den jeweiligen zeitlichen
Fluoreszenzintensitdtsmessungen zeigen beide Farbstoffe einen starken Abfall des initialen
Absorptionsmaximums bei ~ 650 nm und ein Auftreten eines neuen Absorptonsmaximums bei

~ 555 nm. Der Farbstoff AI647 zeigt dabei nach Ende der zeitlichen
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Fluoreszenzintensitatsmessungen ein etwas hoheren Absorptionswert bei ~ 650 nm und ~ 555
nm als der Farbstoff Cy5. Bei zusatzlichen zeitlichen Fluoreszenzintensitatsmessungen unter
diversen Pufferbedingungen (Abb. 13 C) zeigte sich, dass der Farbstoff Al647 mit zusatzlicher
Anregung bei 532 nm einen steileren Abfall der Intensitat aufweist und damit eine schnellere
Photozerstérung verglichen mit fehlender zusatzlicher Anregung bei 532 nm. Des Weiteren
zeigt sich keine Veranderung der Fluoreszenzintensitat von Al647 bei Messungen in 100 mM
Ascorbinsdure bzw. Sauerstoffentzugssystem im Puffer. Einen rapiden und sehr steilen Abfall
zeigt hingegen die Fluoreszenzintensitat von Al647 unter Zugabe von 10 uM Erythrosin B (EB)
und zusatzlicher Anregung bei 532 nm. Im Vergleich dazu zeigt die Fluoreszenzintensitat in
Thiolpuffer (100 mM MEA, pH 7,4) einen etwas flacheren Abfall und ein rapides Stagnieren
der Fluoreszenzintensitat auf niedrigem Niveau. Die Messung der Absorption vor und am Ende
der zeitlichen Verfolgung der Fluoreszenzintensitat in Thiolpuffer (Abb. 13 D) zeigt kein
nennenswertes Absorptionsmaximum bei ~ 555 nm. Die zeitliche Entwicklung dieses neu
auftretenden Absorptionsmaximums bei ~ 555 nm wurde durch Messungen der Anregungs-
und Emissionsspektren zu verschiedenen Zeitpunkten der zeitlichen
Fluoreszenzintensitdtsmessungen einer 20 uM Al647 Farbstofflosung in PBS (pH 7,4) genauer
betrachtet. Dies ist in Abbildung 14 dargestellt. Es zeigt sich, dass das Absorptionsmaximum
von Al647 bei ~ 650 nm und dessen Emissionsmaximum bei ~680 nm zu Beginn der Messung
rapide abfallt, wohingegen sich das neu auftretende Absorptionsmaximum bei ~ 555 nm,
sowie das neu auftretende Emissionsmaximum bei ~ 565 nm, erst langsam entwickelt und sich
dann Uber die Zeit konstant verhalt. Die Messungen der Fluoreszenzlebenszeit der Losung des
photokonvertierten Produktes, konnte mit der Fluoreszenzlebenszeit des Farbstoffes vor
Beginn der Messung verglichen werden. Dazu wurde eine belichtete Cy5 Farbstofflosung am
Ende der Messung mittels HPLC aufgereinigt, getrocknet, in ddH,O geldst und dessen
Fluoreszenzlebenszeit gemaR seines Emissionsmaximums bestimmt. Dabei zeigt sich, dass die
Fluoreszenzlebenszeit von Cy5 zu Beginn der Messung bei ~ 0,9 ns liegt, wohingegen das
aufgereinigte photokonvertierte Produkt eine Fluoreszenzlebenszeit von ~ 0,31 ns aufweist
(Abb. 14 C). Das resultierende Photokonversionsprodukt von Al647 bzw. Cy5 weist eine starke

Ahnlichkeit zu den spektroskopischen Eigenschaften eines Cy3 Farbstoffes auf (Abb. 14).
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Abbildung 14: Spektroskopische zeitliche Evolution der Photokonversion von Cyaninfarbstoffen und die
resultierenden Fluoreszenzlebenszeiten. A) Schematische Darstellung der Entwicklung des auftretenden
Absorptionsmaximums bei ~ 555 nm einer 20 UM Al647 Farbstofflésung in PBS (pH 7,4), zu verschiedenen
Zeitpunkten der zeitlichen Fluoreszenzintensitdtsmessungen unter ~ 0,7 W/cm? Anregunsleistung bei 641nm,
durch Messung des Anregungsspektrums bei einer fest eingestellten Emissionswellenlange von 600 nm bzw 720
nm. B) Resultierende zeitliche Emissionsspektren nach Anregung bei 530 nm bzw. 630 nm zu verschiedenen
Zeitpunkten der zeitlichen Fluoreszenzintensitatsmessungen einer 20 uM Al647 Farbstofflésung in PBS (pH 7,4)
unter ~ 0,7 W/cm? Anregungsleistung bei 641 nm. C) Fluoreszenzlebenszeitmessung in PBS (pH 7,4) einer Cy5
Farbstofflosung bei 670 nm zu Beginn der Messung der zeitlichen Fluoreszenzintensitat (magenta), sowie die
Fluoreszenzlebenszeit bei 565 nm der HPLC aufgereinigten photokonvertierten Farbstofflésung am Ende der
Messung (blau). Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 2 (Publikationsliste):
https://doi.org/10.1038/s41592-021-01061-2.

Dariber hinaus zeigte sich, dass dieses Phanomen der Photokonversion nicht nur bei Cyaninen
auftritt, sondern auch bei anderen Farbstoffklassen zu beobachten ist, was teilweise
literaturbekannt und beschrieben wurde [68]. Dies ist in Abbildung 15 dargestellt. Dabei ist zu
sehen, dass der cyaninbasierte Farbstoff CF660C einen raschen Abfall der
Fluoreszenzintensitdat zeigt und am Ende der Messung das entsprechende
Absorptionsspektrum dieser belichteten Farbstofflosung ein neues Absorptionsmaximum bei
~ 580 nm auftritt, wohingegen das urspriingliche Absorptionsmaxium bei ~ 666 nm nahezu
verschwunden ist. Der Rhodaminfarbstoff ATTO647N zeigt einen langsamen Abfall der
Fluoreszenzintensitat in PBS (pH 7,4) bei ~ 0,7 W/cm? Belichtungsleistung mit 640 nm. Dessen
Absorptionsspektrum zeigt eine Verschiebung des Maximum auf ~ 640 nm, sowie einen neu
auftretenden Absorptionsausschlag bei ~ 500 nm am Ende der zeitlichen
Fluoreszenzintensitdtsmessung nach ca. 250 Minuten. Dabei zeigte sich fiir diese beiden
Proben nach den Messungen der zeitlichen Fluoreszenzintensitatsverfolgung, das die
bestimmten Absorptionswerte minimal sind (Abb. 15 A und 15 B). Der Rhodaminfarbstoff
ATTO565 zeigt ebenso ein langsames Abfallen der Fluoreszenzintensitdt bei einer
Anregungsleistung von ~ 0,7 W/cm? mit 532 nm, wohingegen sich hier das
Absorptionsmaxima am Ende der Messung von urspriinglich ~ 564 nm auf ~ 525 nm deutlich

verschiebt.
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Abbildung 15: Ensemble Kiivettenmessung zur Photokonversion weiterer Farbstoffe. A) Zeitliche
Fluoreszenzintensitat von CF660C in PBS (pH 7,4), sowie dessen relatives Absorptionsspektrum vor (schwarz) und
nach (rot) Belichtung bei 641 nm mit einer Anregunsleistung von ~ 0,7 kW/cm?. B)
Fluoreszenzintensitatstrajektion und relatives Absorptionsspektrum von ATTO647N in PBS (pH 7,4) vor (schwarz)
und nach (rot) Belichtung mit ~ 0,7 W/cm? bei 641 nm. C) Zeitliche Fluoreszenzintensitatsverfolgung und relatives
Absorptionsspektrum von ATTO565 in PBS (pH 7,4) vor (schwarz) und nach (rot) Belichtung mit ~ 0,7 W/cm? bei
532 nm. Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 2  (Publikationsliste):
https://doi.org/10.1038/s41592-021-01061-2.

Im nachsten Schritt wurde von Dr. Siddharth S. Matikonda unter Leitung von Prof. Dr. Martin
J. Schnermann am “Chemical Biology Laboratory” des “National Cancer Institue” in Frederick
(USA) getestet, unter welchen Pufferbedingungen die Verschiebung des Emissionmaximums
des Cyaninfarbstoffes Cy7 am effizientesten ist. Dies ist in Abbildung 16 zu sehen. Dabei zeigt
sich abhangig von der Belichtungslange der Cy7 Farbstoffe und der Pufferbedingung, dass die
Farbstofflosung vermehrt bei ~ 665 nm emittiert. Diese Verschiebung des Emissions von ~ 765
nm (Cy7) auf ~ 665 nm weist dabei Ahnlichkeiten zum Emissionsmaximum von Cy5 auf (Abb.
14 B und Abb. 16). Ein solches Verhalten zeigte sich zuvor ebenso bei der Photokonversion
von Cy5-Farbstoffen, deren Konversionsprodukt eine starke Ahnlichkeit zu den
spektroskopischen Eigenschaften eines Cy3 Farbstoffes aufweist (Abb. 14). Da das
photokonvertierte Produkt der Cy7 Farbstoffe spektral ahnlich zu Cy5 ist, wurden
Detektionsereignisse des Cy7 Photokonversionsproduktes hier mit Cy5 benannt. Bei den
Analysen der Photokonversionsausbeute zeigte sich, dass die Effizienz der Photokonversion in
PBS unter physiologischen Bedingungen nach Belichtung der Farbstoffprobe gering ist. Hierbei
wurden nur Photokonversionseffizienzen von ~ 1 -2 % erreicht. Messungen in 0,5 M bzw. 1M

CAPSO Puffer mit einem pH 9,5 — 10 zeigten hingegen eine weit hohere Effizienz der
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Photokonversion. Unter dieser Pufferbedingung konnte eine Effizienz der Photokonversion
von Cy7 von ~ 15 % erreicht werden. Im Vergleich dazu, liefert der Zusatz von 10 mM Histidin
in PBS eine leicht héhere Photokonversionseffizienzen unter physiologischen Bedingungen,

wodurch Effizienzen von etwas Uber ~ 8 % erreicht werden kénnen.
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Abbildung 16: Photokonversionseffizienzmessung von Cy7 unter verschiedenen Pufferbedingungen. Messung
der Fluoreszenzintensitat einer 50 uM Cy7 Farbstofflésung in A) 10 mM PBS (pH 7,4) und B) 0,5 M bzw. 1 M
CAPSO (pH 9,5) zu verschiedenen Zeitpunkten der Belichtung der Probe mit ~ 0,2 W/cm? bei 630 nm. Abbildung
entnommen und modifiziert aus Manuskript 3 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acscentsci.1c00483. Fir weitere Verwendungen bezlglich dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Vor dem Hintergrund der héheren Photokonversionseffizienzen in 1 M CAPSO (pH 9,5) wurde
darauf aufbauend versucht, dieses Phdanomen in der Lokalisationsmikroskopie zu
untersuchen. Hierzu wurden 1gG Antikérper mit Cy7 Farbstoff gekoppelt und
Immunofluoreszenzfarbungen von Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen durchgefiihrt. Die so
praparierten biologischen Proben wurden zuerst als Ensemblefluoreszenzsignal an einem
Weitfeldmikroskop untersucht. Dabei ist zu erkennen, dass das Fluoreszenzsignal des Cy7-
Detektionskanals langsam ansteigt und ebenso, zeitlich versetzt dazu, das Signal des Cy5-
Detektionskanals. Das Maximum der Fluoreszenzintensitat wird zuerst im Cy7-Kanal registriert
und einige Zeit spater erreicht das Fluoreszenzsignal des Cy5-Kanals sein Maximum,
wohingegen dort das Cy7-Fluoreszenzsignal bereits absinkt und schwacher wird. Beide
Fluoreszenzsignale flachen daraufhin langsam wieder ab und erreichen zeitlich versetzt einen
minimalen Wert nahe dem Hintergrundsignal. Dieser Verlauf ist in Abb. 17 A deutlich zu
erkennen. Um nachzuvollziehen, warum das Fluoreszenzsignal der Antikorperproben dieses
Verhalten zeigt, wurden Kiivettenexperimente der Cy7 gekoppelten Antikorper in PBS (pH 7,4)

unter ~ 0,1 kW/cm? Anregungsleistung bei 641 nm durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitat
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Uber die Zeit betrachtet. Das Absorptionsspektrum der belichteten Antikérperlésung wurde

dabei zu verschiedenen Zeitpunkten der Messung aufgezeichnet (Abb. 17 B).
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Abbildung 17: Zeitliche Veranderung der Fluoreszenzintensitit und des Absorptionsspektrums von Cy7
gekoppelten Antikorpern. A) Zeitliches Verhalten der Fluoreszenzintensitdt der via Immunofluoreszenz
gefarbten Mikrotubulistrukturen, aufgespaltet in die separate Detektion des Cy7 Signals hinter einem
Bandpassfilter (835 + 35 nm) und des Cy5 Signals hinter einem Bandpassfilter (679 + 41 nm). Die Messungen
wurden in 1 M CAPSO (pH 9,5) unter Anregung mit ~ 0,1 kW/cm? bei 641 nm im TIRF Beleuchtungsmodus
durchgefiihrt. Markante Zeitpunkte der Messung wurden mit Nummern versehen, welche den unterhalb
dargestellten  Weitfeldfluoreszenzaufnahmen entsprechen. MaRstabsbalken 2 um. B) Ensemble
Kiivettenmessung des zeitlichen Fluoreszenzsignals einer 1 uM-Lésung der in A) benutzten Cy7 gekoppelten
Antikérper (DOL ~ 4) in PBS (pH 7,4) unter ~ 0,1 kW/cm? Belichtung bei 641 nm, detektiert hinter einem
Bandpassfilter (835 + 35 nm), sowie Messungen des Absorptionssignals zu verschiedenen Zeitpunkten (blau: 0
Min, orange: ~ 20 Min, grin: ~ 2 h und rosé: ~ 4 h), im Vergleich zum Absorptionsspektrum des freien Cy7
Farbstoffes (schwarz) in PBS (pH 7,4). Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 3
(Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acscentsci.1c00483. Fir weitere Verwendungen bezlglich
dieses Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Uber eine lange Zeit der Ensemble-Fluoreszenzsignalmessung steigt die Intensitit an, bis sie
nach ca. 4 h beginnt wieder leicht zu fallen (Abb. 17 B oben). Es ist erkennbar, dass das
Absorptionsspektrum des Cy7 gekoppelten Antikérper zu Beginn der Messung eine stark
ausgepragte Dimerschulter bei ~ 675 nm aufweist (Abb. 17 B unten, blau), wohingegen der
freie Farbstoff lediglich ein Absorptionsmaximum bei ~ 753 nm aufweist und keine

ausgepragte Dimerschulter bei ~ 675 nm besitzt (Abb. 17 B unten, schwarz). Nach 20 minitiger
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Belichtung mit ~ 0,1 kW/cm? bei 641 nm zeigt sich sowohl ein Riickgang der Absorption der
Dimerschulter, als auch der Absorption bei ~ 753 nm, wobei die Absorption bei ~ 675 nm etwas
starker abnimmt. Nach ~ 2 h Belichtung der Antikérperlésung mit ~ 0,1 kW/cm? bei 641 nm
zeigt sich ein starker Riickgang der Absorption bei ~ 675 nm und ein Riickgang der Absorption
bei ~ 753 nm auf ca. die Hélfte der Ausgangsabsorption (Abb. 17 B unten, griin). Nach ca. 4 h
Belichtung der Antikorperprobe ist das Absorptionsmaximum bei ~ 753 nm auf ~ % des
Ausgangswertes abgesunken, wobei die am Anfang ausgeprate Dimerschulter bei ~ 675 nm
vernachladssigbar ist (Abb. 17 B unten, rosé). Wahrend die Absorption des Cy7 Signals nach ~
4 h auf ~ % abgesunken ist, erreicht dort die Fluoreszenzintensitat ihren Hohepunkt (Abb. 17
B). Des Weiteren ist zu erwahnen, dass das Absorptionsmaximum des Cy7 gekoppelten
Antikorpers mit ~ 753 nm im Vergleich zum Absorptionsspektrum des freien Cy7 Farbstoffes

in PBS (pH 7,4), mit ein Maximum bei ~ 750 nm, leicht bathochrom verschoben ist (Abb. 17 B).

4.1.2 Photokonvertierung ermoglicht Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie

Zur  Analyse, ob die Photokonversion von Cy7-Farbstoffen fir die
Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie verwendet werden kann, wurden
Immunofluoreszenzfarbungen von Mikrotubulistrukturen in COS7 Zellen mit Cy7-Farbstoff
gekoppelten 1gG Antikorpern (DOL ~4) durchgefiihrt und Lokalisationsmessungen in 1 M
CAPSO-Puffer (pH 9,5) an einem Weitfeldmikroskop durchgefiihrt. Dabei wurden die Proben
lediglich mit 641 nm angeregt und die photokonvertierten Molekiile hinter einem
Bandpassfilter (679 nm + 21 nm) detektiert. In Abbildung 18 sind die resultierenden
Aufnahmen und Ergebnisse der Rekonstruktion dargestellt. Dabei konnte bei ~ 0,5 kW/cm?
und bei ~ 1 kW/cm? Anregungsleistung Cy7-Farbstoffe photokonvertiert und die Fluoreszenz
der photokonvertierten Molekiile detektiert werden, sowie aus den detektierten Emittern
entsprechende  Mikrotubuliestrukturen rekonstruiert werden (Abb. 18 A). Die
Standardabweichung (ox/) der angendherten Punktspreizfunktion der detektierten Emittern
betrug ~ 174,9 nm +/- 26,9 nm (Standardabweichung (SA)) in x- bzw. ~ 163,8 nm +/- 27,2 nm
(SA) in y-Richtung (Abb. 18 B). Die photokonvertierten Emitter wiesen dabei eine Intensitat
von ~ 948,3 + 785,3 (SA) Photonen pro Lokalisationsereignis auf und konnten dabei mit einer
Genauigkeit von ~ 7,1 nm % 3,0 nm (SA) in x- bzw. ~ 6,6 nm * 2,9 nm (SA) in y-Richtung

lokalisiert werden (Abb. 18 B). Dabei zeigt sich, dass aus den Lokalisationsdaten
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photokonvertierter Emitter keine durchgangige Mikrotubulistrukturen rekonstruiert werden
konnen. Mithilfe eines trainierten kinstlichen neuronalen Netzwerkes, kdnnen aus den

Lokalisationsdaten durchgdngige Mikrotubulistrukturen erzeugt werden (Abb. 18 A).
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Abbildung 18: Cy7 Photokonvertiernungslokalisation mittels Weitfeldmikroskopie. A) IgG-Cy7 (DOL ~ 4)
immunomarkierte Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen belichtet mit ~ 0,5 kW/cm? (oben) und ~ 1 kW/cm?
(unten) bei 641 nm in 1 M CAPSO (pH 9,5) und Detektion hinter einem Bandpassfilter (679 = 41 nm). Die
Aufnahmen wurden mit einer Integratioszeit von 100 ms fir ~ 83,3 min durchgefiihrt. Links sind jeweils die
Rohdaten der rekonstruierten Abbildungen gezeigt, wahrend rechts die jeweiligen finalen Abbildungen nach
Bearbeitung der rekonstruierten Rohdaten mit einem trainierten artifiziellen neuronalen Netzwerksalgorithmus
(ANNA-PALM) dargestellt sind. Skala: 2 um. B) Berechnete Standardabweichung (oxy) der angendherten
Punktspreizfunktionen, sowie die jeweilige Lokalisationsgenauigkeit in x- und y-Richtung der jeweiligen
detektierten photokonvertierten Ereignisse. Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 3
(Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acscentsci.1c00483. Fir weitere Verwendungen bezlglich
dieses Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Im Vergleich dazu konnten durch Messungen mit der Lokalisationstechnik DNA-PAINT
durchgangige Mikrotubulistrukturen rekonstruiert werden. Hierbei wurde eine
Immunofarbung mit Oligonukleotid gekoppelten IgG Antikorpern durchgefiihrt. Fir die
Messungen wurden unterschieliche Konzentrationen an komplementaren Cy7 gekoppelten
Oligonukleotidsequenzen in den Messpuffer gegeben. Die jeweiligen Messungen wurden im
TIRF Belichtungsmodus bei 641 nm Anregung durchgefiihrt und die Fluoreszenz der jeweiligen
photokonvertierten Molekile hinter einem Bandpassfilter (679 nm + 21 nm) detektiert. Zur
Bestimmung, welche Konzentration an komplementaren Cy7 gekoppelten Oligonukleotiden
und welche Anregungsleistung ausreichend ist, wurde eine Konzentrationsreihe durchgefiihrt,
sowie bei diversen Anregungsleistungen bei 641 nm gemessen. In Abbildung 19 ist dies

graphisch dargestellt.
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A)

0,5 kW/cm?

B)

Abbildung 19: Cy7-Photokonversion-Lokalisationsmikroskopie mittels DNA-PAINT. A) Rekonstruierte
Abbildungen der DNA-PAINT Messung von Oligonukleotid-gekoppelten 1gG Antikdrper markierten
Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen bei 10 nM, 100 nM und 500 nM Cy7 gekoppelten komplementarer
Oligonukleotiden in 10 mM Histidin + 500 mM NaCl (pH 7.4) bei 100 ms Integrationszeit nach ~ 1 - 1.5 h mit einer
Anregungsleistung von ~ 0,5 kW/cm? bei 641 nm. B) Rekonstruktion der DNA-PAINT Messung von
immunomarkierten Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen bei 100 nM Cy7 gekoppelten komplementarer
Oligonukleotiden in 10 mM Histidin + 500 mM NaCl (pH 7.4) bei 100 ms Integrationszeit nach ~ 1 - 1.5 h mit einer
Anregungsleistung von ~ 1 kW/cm? bzw. ~ 2 kW/cm? bei 641 nm. MaRstabsbalken: 2 um.

Dabei zeigte sich, dass eine Konzentration von 10 nM Cy7 gekoppelten Oligonukleotiden
nahezu keine rekonstruierten Mikrotubulistrukturen nach ~ 1h Messzeit bei 100 ms
Integrationszeit erzeugte (Abb. 19 A, Links). Eine Konzentration von 500 nM Cy7 gekoppelten
Oligonukleotiden zeigte dabei einen deutlichen Hintergrund, sodass nach Rekonstruktion der
Emitterlokalisationen keine eindeutige Zuordnung von Mikrotubulistrukturen moglich war
(Abb. 19 A, Rechts). Eine Konzentration von 100 nM Cy7 gekoppelten Oligonukleotiden zeigte
dabei ein gutes Verhdltnis von Sichtbarkeit der rekonstruierten IgG gekoppelten
Mikrotubulistrukturen und Hintergrundsignal durch unspezifische Cy7 gekoppelte
Oligonukleotidenbindungen an die Glasoberflache (Abb. 19 A, Mitte). Bei dieser Konzentration
konnten Mikrotubulistrukturen gut sichtbar und durchgéngig rekonstruiert werden. Des
Weiteren zeigte sich, dass eine Anregungsleistung von ~ 0,5 kW/cm? fir diese

Lokalisationsmikroskopiemethode ausreichend ist und bei einer Anregungsleistung von ~ 1
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kW/cm? bzw. ~ 2kW/cm?, bei gleicher Konzentration von Cy7 gekoppelten Oligonukleotiden,
nahezu keine deutlichen und durchgangigen Mikrotubulistrukturen rekonstruiert werden
konnten (Abb. 19 B). Im Vergleich zur herkdmmlichen Cy5-DNA-PAINT Methoden, die bei pM-
Konzentrationen arbeiten, zeigte sich, dass DNA-PAINT mittels Photokonvertierung von Cy7-
gekoppelten Oligonukleotiden bei deutlich hoheren Konzentrationen arbeiten kénnen. Des
Weiteren konnte mittels Photokonversion-DNA-PAINT eine raumliche Auflésung von ~ 16,8
nm £ 0,5 nm (SA) erreicht werden, im Verglich zu ~ 26,6 nm £ 1,6 nm (SA) rdumliche Auflosung
bei Cy5-DNA-PAINT. Die jeweiligen rekonstruierten DNA-PAINT Aufnahmen sind in Abbildung
20 dargestellt.
A) B)
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Abbildung 20: Cy5 DNA-PAINT im Vergleich zu Cy7-Photokonversion-DNA-PAINT. A) DNA-PAINT Messungen
von immunomarkierten Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen mittels 100 pM Cy5 gekoppelten komplementaren
Oligonukleotiden in PBS + 500 mM NaCl (pH 7,4) mit einer Anregunsleistung von ~ 0,5 kW/cm? bei 641 nm, sowie
die mittels Fourier Ringkorrelation ermittelte réumliche Auflésung. B) Photokonversion DNA-PAINT Messungen
von immunomarkierten Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen mittels 100 nM Cy7-gekoppelten komplementaren
Oligonukleotiden in 500 mM NaCl + 10 mM Histidin (pH 7,4) mit einer Anregungsleistung von ~ 0,5 kW/cm? bei
641 nm, sowie die mittels Fourier-Ringkorrelation ermittelte raumliche Auflésung. MaRstabsleiste: 5 pum.
Abbildung enthommen und modifiziert aus Manuskript 3 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acscentsci.1c00483. Fir weitere Verwendungen bezlglich dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Um beide Methoden genauer zu vergleichen und zu analysieren, wurden Messungen bei 10
ms, 20 ms und 50 ms Integrationszeit in 500 mM NaCl mit und ohne 10 mM Histidine (pH 7,4)
durchgefiihrt. Dabei wurden die jeweiligen Bindezeiten der komplementaren Cy7 gekoppelten
Oligonukleotide, die Intensitat der jeweiligen detektierten Fluoreszenz der Bindeereignisse,
die jeweilige Anzahl der Bindeereignisse und die jeweilige Zeit zwischen den Bindeereignissen
mittels zeitlicher Nachverfolgung lokalisierter Emitter (engl.: “tracking”) genauer betrachtet.
Dies ist in Tabelle 1 aufgefiihrt und in Abbildung 21 graphisch fiir 20 ms Integrationszeit

dargestellt. Dabei zeigte sich, dass bei allen Aufnahmen, die Bindezeit der detektierten Emitter
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mit steigender Integrationszeit ansteigt. Des Weiteren zeigte sich, dass photokonvertierte
Emitter unter den jeweiligen gleichen Pufferbedingungen stets eine niedrigere Zeit zwischen
den Bindeereignissen aufweisen als beim konventionellen Cy5-DNA-PAINT Ansatz. Dabei
wurden unter 500 mM NaCl (pH 7,4) jeweils die niedrigsten Auszeiten ermittelt. Die Intensitat
der detektierten Fluoreszenz (Photonen / ms) nimmt dabei mit zunehmender Integrationszeit
ab, wobei die detektierte Fluoreszenz der konvertierten Emitter stets niedriger war als bei der
konventionellen Cy5-DNA-PAINT Methode. Die Anzahl der Bindeereignisse ist unter
histidinhaltigen Pufferbedingungen (pH 7,4) fiir Cy5-DNA-PAINT und Photokonversion-DNA-
PAINT vergleichbar. Unter histidinfreien Pufferbedingungen (pH 7,4) ist zu sehen, dass die
Anzahl der Bindeereignisse der photokonvertierten Emitter héher ist, als bei den direkt
gekoppelten Cy5-Oligonukleotiden, mit AuRnahme der Aufnahmen bei 10 ms Integrationszeit,

bei denen sich die Haufigkeit der Bindeereignisse umgekehrt verhalt.

Tabelle 1: Analyse der Bindestatistik der DNA-PAINT Methoden. Alle Messungen wurden mit einer
Anregungsleistung von 0,5 kW/cm? bei 641 nm mit einer Aufnahmezeit von 8 Minuten. Die gemessenen Daten
wurden mit einem Intensitatsfilter von ~ 40 Photonen und einer konvergierenden Ungenauigkeit, in der die
Lokalisationen zur zeitlichen Nachverfolgung zusammengefasst sind (engl.: tracking), von 25 nm analysiert.

10 mM Histidin + 500 mM NacCl

Strang Integrations- Bindezeit Auszeit Intensitat Bindeergeignisse
zeit (ms) (s) (ph/ms)

Mittelwert Median  Mittelwert Median Mittelwert Median Mittelwert Median

cy5 10 ms 27,9+12,7 26,2 34,8 +30,3 25,2 11,0£3,9 10,7 16,4 +11,5 14
100 pM 20 ms 51,6 + 20,8 48,9 41,6 + 28,6 33,4 8,8+3,8 8,7 12,5+7,9 11
50 ms 93,3 + 26,8 89,6 44,6 + 27,0 37,8 6,033 6,0 11,0+ 6,4 10

Cy7 10 ms 15,0+5,5 13,6 33,6 +£30,7 24,0 7,6+1,9 7,2 159+12,4 13
100 nM 20 ms 40,3 + 20,2 33,6 32,6 +32,4 20,6 57+1,9 5,3 21,0 +18,7 16
50 ms 117,7 72,7 100 40,5 +30,0 32,1 3,612 3,5 12,7+9,0 11

500 mM Nacl

Cy5 10 ms 20,9+7,2 20 22,6 +20,8 16,6 8,5%2,5 8,3 28,1+21,1 22
100 pM 20 ms 43,0+ 12,6 41,4 30,3 +24,5 23,7 6,2+2,0 5,9 19,4+15,3 15
50 ms 86,7 +22,3 83,4 34,1+24,7 27,3 43+15 4,2 16,1+10,7 14

Cy7 10 ms 13,9+5,2 12,5 30,1+25,6 23,2 7,5%2,0 71 21,9+19,7 16
100 nM 20 ms 29,8+11,9 26,7 20,0+21,5 13,7 4,7+1,6 4,3 36,4 +29,9 28
50 ms 78,2 +39,8 66,7 20,4 +20,4 14,6 26+1,2 24 30,8 +20,9 27

Bei ndherer Betrachung der Messungen bei 20 ms Integrationszeit fallt auf, dass im Vergleich
zu Cy5-DNA-PAINT, die Intensitat, die Bindezeit, sowie die Zeit zwischen den Bindezeiten, bei

Photokonversion-DNA-PAINT Messungen, sowohl mit, als auch ohne 10 mM Histidine, stets
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niedriger sind (Abb. 21). Darliber hinaus ist hier bei histidinhaltigen Pufferbedingungen (pH
7,4) kein groRer Unterschied in der Haufigkeit der Bindeereignisse zwischen Cy5-DNA-PAINT
und Photokonversion-DNA-PAINT zu erkennen. Lediglich ohne Zusatz von Histidin ist zu
erkennen, dass die Haufigkeit der Bindeereignisse von photokonvertierten Emittern
Uberweigend hoher ist als beim konventionellen Cy5-DNA-PAINT Ansatz.

Cy5 Cy7

s -
® )
e e =
'S ® >
s -
= =
o -
= =

el. Hiufigkeit
s
&

rol. Haufigkeit
o
=

rel. Haufigkeit
s s
&

rel. Haufigkeit
o
»

s
S
s
Y

10mM Histidin
+ 500 mM Nacl

=
Y
e
B
o
Y
e
9

0.0 00 00
15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 0 15 30 45 <0 T8 00 485 120 135 180 5 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Bindezeit (ms) Auszeit (s) Intensitat (Photonen/ms) Bindeereignisse

rel. Haufigkeit
o
™

rel. Haufigkeit
o
>

500 mM Nacl
rel. Haufigkeit
el. Haufigkeit

=
T
e
N
e
~
=
N

[X 0 0.0 [
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 [} s 10 15 20 25 30 0 10 20 30 40 50 60 7O B0 90 100

Bindezeit (ms) Auszeit (s) Intensitit (Photonen/ms) Bindeereignisse

Abbildung 21: Statistik der Bindeereignisse der DNA-PAINT Methoden bei 20 ms Integrationszeit. Histogramme
der Verteilung der Bindezeit (Klasseneinteilung 5 ms), der Zeit zwischen den Bindeereignissen (Klasseneinteilung
1s), der Intensitdt der detektierten Signale (Klasseneinteilung 1 Photon/ms) und der Bindeereignisse
(Klasseneinteilung 1) des konventionellen Cy5-DNA-PAINT und des Cy7 Photokonversion-DNA-PAINT Ansatzes.
Die Messungen wurden mit einer Integrationszeit von 20 ms fir jeweils ~ 8 Minuten in 500 mM NaCl mit und
ohne 10 mM Histidin mit einer Anregungsleistung von ~ 0,5 kW/cm? bei 641 nm im TIRF Belichtungsmodus
durchgefiihrt und anschliefend die Lokalisationen mit rapidSTORM und der Ausgabeoption “track emission” mit
einer konvergierenden Ungenauigkeit von 25 nm durchgefiihrt. Abbildung in Teilen entnommen und modifiziert
aus Manuskript 3 (Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acscentsci.1c00483. Fir weitere
Verwendungen beziiglich dieses Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

4.2 Einfluss des Farbstoffkopplungsgrades auf die Einzelmolekiil-

Lokalisationsmikroskopiemethode dSTORM
Fir die Analysen des Farbstoffkopplungsgrades und dessen Auswirkungen auf die
Einzelmolekiillokalisationsmikroskopiemethode dSTORM wurden sekundare 1gG Antikorper
gegen primare Antikorper (Wirt: Maus oder Kaninchen), mit den Farbstoffen Al647 und Cy5
gekoppelt. Die jeweiligen modifizierten Antikérper wurden daraufhin sowohl auf

Ensembleebene, als auch auf Einzelmolekiilebene analysiert.
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4.2.1 Ensemble- und bildgebende spektroskopische Analysen

Es konnten erfolgreich IgG Antikérper sowohl mit Al647, als auch mit Cy5 gekoppelt werden.
Die diversen Kopplungsgrade (engl. Degree of Labeling (DOL)) entsprachen bei den Al647
markierten Antikérpern~1,1,~2,1,~4,1und ~ 8,3, sowie bei den Cy5 markierten Antikdrpern
~ 1,1 und ~ 3,7. Zu Beginn wurden diese markierten Antikdrper im Hinblick auf ihre jeweilige
Absorption, Emission und Fluoreszenzlebenszeit auf Ensembleniveau spektroskopisch
charakterisiert. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 22 dargestellt und in Tabelle
2 aufgelistet. Dabei zeigt sich, dass das Absorptionsspektrum der Al647 markierten Antikérper
mit steigendem Kopplungsgrad eine zunehmende Schulter bei ~ 610 nm aufweist, wahrend
die Emission dieser mit steigendem Kopplungsgrad stark abnimmt. Bei einem Kopplungsgrad
von ~ 1,1 ist das Maximum des Emissionsspektrums der Al647 gekoppelten Antikorper am
hochsten, auch im Vergleich zur Referenz (freier Farbstoff). Auch beim Kopplungsgrad von ~
2,1 ist die Emissionsintensitdt leicht hoher als bei der Referenz und fallt dann fiir die
Kopplungsgrade ~ 4,1 und ~ 8,3 stark ab. Die durchschnittliche Fluoreszenzlebenszeit
(amplitudengewichtet) dieser Antikorper ist im Vergleich zur Referenz (~ 1,09 ns) fir die
Kopplungsgrade ~ 1,1 und ~ 2,1 mit ~ 1,29 ns bzw. ~ 1,28 ns hdher, wohingegen die
durchschnittliche Fluoreszenzlebensdauer der Kopplungsgrade ~ 4,1 und ~ 8,3 auf ~ 0,74 ns
bzw. ~ 0,38 ns stark verkdlrzt ist. Des Weiteren ist bei allen Al647 gekoppelten Antikdrpern
eine leichte bathochrome Verschiebung des Absorptionsspektrums von ~ 649 nm (freier
Farbstoff) auf ~ 651 nm (DOL ~ 1,1, ~ 2,1, ~ 4,1 und ~ 8,3), sowie eine bathochrome
Verschiebung des Emissionsspektrums der Kopplungsgrade ~ 4,1 und ~ 8,3 von ~ 668 nm
(freier Farbstoff) auf ~ 676 nm bzw. ~ 672 nm zu erkennen. Das Emissionsspektrum des
Kopplungsgrades ~ 2,1 zeigt hingegen keine Verschiebung des Emissionsmaximums, wahrend
der Kopplungsgrad ~ 1,1 nur eine minimale Verschiebung des Emissionsmaximums zu ~ 667
nm aufweist. Die Cy5 gekoppelten Antikorper weisen eine starke Schulter im
Absorptionsspektrum bei ~ 600 nm auf, wobei die Schulter des Kopplungsgrades ~ 3,7 die
hochste Schulter in den Absorptionsspektren aufweist, die leicht hoher ist als das
Absorptionsmaximum von freiem Cy5 bei ~ 647 nm. Die Absorptionsspektren der Cy5
gekoppelten Antikdrper weisen dabei nur eine leichte bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums von ~ 647 nm (freier Farbstoff) zu ~ 649 nm (DOL ~ 1,1 und ~ 3,7) auf.
Das Emissionsmaximum der Kopplungsgrade ~ 1,1 und ~ 3,7 sind ebenso, im Vergleich zur

Referenz (~ 663 nm), bathochrom verschoben und weisen ein Maximum bei ~ 669 nm bzw. ~
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666 nm auf. Die Emissionsintensitdt des Kopplungsgrades ~ 1,1 zeigt hingegen keine
Veranderung im Vergleich zur Referenz, wohingegen der Kopplungsgrad ~ 3,7 eine starke
Reduktion der Emissionsintensitat aufweist. Die durchschnittliche Fluoreszenzlebenszeit des
Kopplungsgrades ~ 1,1 ist dabei mit ~ 1,38 ns hoher als die Fluoreszenzlebensdauer der
Referenz (~ 0,95 ns), wdhrend die durchschnittliche Fluoreszenzlebenszeit des

Kopplungsgrades ~ 3,7 mit ~ 0,88 ns etwas niedriger ist.
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Abbildung 22: Ensemble spektroskopische Charakteristika mehrfach markierter Antikorper. A) Normalisiertes
Absorptions- und Emissionsspektrum (durchgehende Linien bzw. gepunktete Linien) mehrfach markierter Al647
IgG Antikorper zu einer Konzentration von ~ 1 uM in PBS (pH 7,4), im Bezug zur Referenz des freien Al647
Farbstoffes, sowie die jeweilige amplitudengewichtete Fluoreszenzlebenszeit der jeweiligen mehrfach
markierten 1gG Antikorper. B) Normalisiertes Absorptions- und Emissionsspektrum (durchgegende Linien bzw.
gepunktete Linien) mehrfach markierter Cy5 Antikorper bei einer Konzentration von ~ 1 uM in PBS (pH 7,4),
sowie die jeweilige durchschnittliche Fluoreszenzlebenszeit der Proben, in Bezug zum freien Cy5 Farbstoff. C)
Vergleich der jeweiligen freien Farbstoffe zu einer Konzentration von ~ 1 uM in PBS (pH 7,4) im Hinblick auf ihr
jeweiliges Absorptions- und Emissionsspektrum (durchgegende Linien bzw. gepunktete Linien), sowie ihrer
Fluoreszenzlebenszeit. Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fir  weitere  Verwendungen bezlglich  dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Die Referenzen von Al647 und Cy5 weisen dabei dhnliche spektroskopische Charakteristika
auf, mit einem Absorptionsmaximum bei ~ 649 nm bzw. ~ 647 nm und einer
durchschnittlichen Fluoreszenzlebenszeit von ~ 1,09 ns bzw ~ 0,95 ns. Lediglich das
Emissionsmaximum ist mit ~ 668 nm bzw. ~ 663 nm leicht verschoben, weist jedoch ein nahezu

identisches Spektrum auf.

Tabelle 2: Spektroskopische Charakterisierung mehrfach markierter 1IgG Antikorper. Alle spektroskopischen
Charakteristika (Absorptionsmaximum = Aabs.,, max, Emissionsmaximum = Aem.,, max, Mittlere amplituden-gewichtete
(A) Fluoreszenzlebenszeit tg, amp.) mehrfach Alexa Fluor 647 bzw. Cy5 markierter IgG Antikdrper wurden in PBS
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(pH 7,4) zu einer Konzentration von ~ 1 uM gemessen. Zur Bestimmung der Fluoreszenzlebenszeit (t) wurden die
Proben mit 640 nm angeregt und bei ihrem jeweiligen Emissionsmaximum detektiert. Die Abklingkurven der
Fluoreszenzlebenszeit wurden mit dem Verfahren der kleinsten Quadrate der Entfaltung bestimmt und die
Qualitat der Annaherung an die Abklingfunktion lber die jeweilige reduzierte Residuenquadratsumme (x*> = 0,9
—1,1) beurteilt. Falls eine monoexponentielle Annaherung nicht ausreichend war, wurde eine multiexponentielle
Annadherung durchgefiihrt (tg = T1*A1 + 12*A2). Die Kennzeichen An bzw. Tn beziehen sich auf die jeweiligen
Parameter (Amplitude (A), Lebensdauer (t) der entsprechenden Fluoreszenzlebenszeitkomponente der mono-
(1, bzw. n = 1) bzw. biexponentiellen (1 und 2, bzw. n = 1 und n = 2) Anpassung. Tabelle in Teilen entnommen
und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099. Fiir

weitere Verwendungen beziiglich dieses Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Farbstoff Kopplungsgrad Aabs., max (M) Aem., max (NM) t(ns) /Al t2(ns) / A2 g, Amp. (NS)
- 649 668 1,09/1,0 1,09
1,1 651 667 1,65/ 0,65 0,96 /0,35 1,29
Al647 2,1 651 668 1,53 /0,76 0,64 /0,24 1,28
4,1 651 670 1,33/0,54 0,29 /0,46 0,74
8,3 651 672 1,16 /0,28 0,20/ 0,72 0,38
647 663 0,95/ 1,00 0,95
Cy5 1,1 649 669 1,82/0,61 0,69/ 0,39 1,38
3,7 649 666 0,99/0,83 0,36/0,17 0,88

Um analysieren zu konnen, ob die auftretenden spektroskopischen Effekte der mehrfach
markierten Antikorper konzentrationsabhangig sind, wurde das Absorptionsspektrum der mit
einem Kopplungsgrad von ~ 8,3 markierten AI647 IgG Antikdrper bei diversen
Konzentrationen in PBS (pH 7,4) gemessen. Dies ist in Abbildung 23 A aufgefiihrt. Des
Weiteren wurden Vergleichsmessungen der spektroskopischen Eigenschaften mehrfach
markierter Alexa Fluor647 Antikorper (~ 8,3) unter PBS—Bedingungen und thiolhaltigen

Bedingungen durchgefiihrt (Abb. 23 B)
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Abbildung 23: Ensemble Konzentrationsabhingigkeitsanalyse und MEA Pufferanalyse des mehrfach
markierten Al647 IgG Antikorpers mit einem Kopplungsgrad von ~ 8,3. A) Normalisiertes Absorptionsspektrum
des mehrfach markierten Al647 1gG Antikdrpers (DOL ~ 8,3) in PBS (pH 7,4) zu einer Konzentration von ~ 100 nM
(schwarz), ~ 500 nM (blau), ~ 1 uM (tirkis) und ~ 2,5 uM (rosa). B) Normalisiertes Absorptions- und
Emissionspektrum (durchgezogene Linien und unterbrochene Linien) mehrfach markierten Al647 IgG Antikorper
(DOL ~ 8,3) in PBS (schwarz) und 100 mM MEA (grau), pH 7,4, zu einer Konzentration von ~ 1 uM. Abbildung
entnommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
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https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fir  weitere  Verwendungen beziglich  dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Dabei zeigt sich, dass die Absorptionsspektren bei unterschiedlichen Konzentrationen
identisch sind (Abb. 23 A). Das Absorptionsmaximum verschiebt sich nicht und es zeigt sich
auch kein weiterer Anstieg der Schulter bei ~ 610 nm. Unter thiolhaltigen Pufferbedingungen
steigt die Emissionsintensitat, im Vergleich zu PBS — Messungen, an (Abb. 23 B). Zur genaueren
Betrachtung der Effekte mehrfach markierter Antikorper wurden
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemessungen (FCS) durchgefiihrt. Dabei wurden die mit
Al647 mehrfach markierten Antikorper in Bezug auf den freien Alexa Fluor 647 Farbstoff bei
einer Konzentration von <1 nM in PBS (pH 7,4) analysiert. Die jeweiligen Korrelationskurven

sind in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiekurven mehrfach markierter Alexa Fluor 647 IgG
Antikorper. Kurven der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie mehrfach markierter Al647 Antikérper (DOL: ~1,1
(blau), ~ 2,1 (cyan), ~4,1 (magenta), ~ 8,3 (orange)) in PBS (pH 7,4) bei einer Konzentration von <1 nM und einer
Anregungsleistung von ~ 40 uW bei 640 nm, in Bezug auf den freien Al647 Farbstoff (schwarz) als Referenz.
Abbildung enthommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fir  weitere  Verwendungen beziliglich  dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Hierbei ist zu erkennen, dass der freie Al647 Farbstoff, neben der Diffusionszeit, nur eine
weitere Amplitude im unteren ps-Bereich besitzt. Die Diffusionszeit der mehrfach markierten
Antikorper ist dabei untereinander identisch und liegt héher als die Diffusionszeit des freien
Al647 Farbstoffes. Alle mehrfach markierte Antikorper zeigen, neben der Diffusionszeit im
oberen ps-Bereich, zwei weitere Amplituden im ns—bzw. unteren ps-Bereich. Dabei sind diese
Amplituden im ps- und ns-Bereich fur den Markierungsgrad ~ 1,1 und ~ 2,1 am hochsten

ausgepragt und nehmen fir den Kopplungsgrad von ~ 4,1 und ~ 8,3 etwas ab. Diese
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Amplituden liegen dabei stets unterhalb des Wertes der Amplitude des freien Farbstoffes. Des
Weiteren ist zu erkennen, dass die Amplitude der mehrfach markierten Antikdrper im unteren
ps-Bereich nur minimal mit steigendem Kopplungsgrad abnimmt, wohingegen im Vergleich
dazu, die Amplitude im ns-Bereich mit steigendem Kopplungsgrad starker abnimmt. Dartber
hinaus zeigten Messungen der Fluoreszenzanisotropie in PBS (pH 7,4) sinkende
Polarisationswerte fiir hohere Kopplungsgrade. Die entsprechenden Messungen wurden
dabei jeweils finf mal durchgefiihrt. Dabei zeigte die Referenz des freien Farbstoffes einen
durchschnittlichen Anisotropiewert von ~ 0,13 + 0,01 (Standardabweichung (SA)). Die
Kopplungsgrade ~ 1,1 und ~ 2,1 zeigten dabei mit ~ 0,23 + 0,01 (SA) bzw. ~ 0,17 + 0,01 (SA)
hohere Polarisationswerte als die des freien Farbstoffes, wahrend die Kopplungsgrade ~ 4,1
und ~ 8,3 mit ~ 0,10 + 0,01 (SA) bzw. ~ 0,13 + 0,01 (SA) relativ dhnliche Werte zur Referenz
aufzeigten. Eine Darstellung der Anisotropiewerte in Anhangigkeit des Kopplungsgrades ist in

Abbildung 25 gezeigt.

o2
%)
o

)

o

N

o
I

o
5]
o

Anisotropie
e e
s o
N
[l

o
o
(]

0,00

\"ob"\ r\:\ q:.\ 5.’«\ Q,':"
A

Kopplungsgrad

Abbildung 25: Fluoreszenzanisotropiewerte mehrfach markierter Al647 IgG Antikérper. Die Messungen der
Polarisationswerte mehrfach markierter Antikérper, sowie deren Referenz (freier Al647 Farbstoff), wurden in
PBS (pH 7,4) bei einer Probenkonzentration von Konzentration von ~ 1 uM durchgefiihrt. Die dargestellten Werte
ergeben sich aus den Mittelwerten der jeweiligen Messreihe aus flinf Einzelmessungen.

Da, wie weiter oben gezeigt, die Fluoreszenzlebensdauer der Farbstoffe in PBS stark vom
Kopplungsgrad abhangig ist, wurden Immunofluoreszenzfarbungen verschiedener zellularer
Strukturen in COS7-Zellen mit Al647 gekoppelten Antikérpern durchgefiihrt. Da die Farbung
dieser Strukturen antikorperbasierend ist, wurde ein weiterer sekundarer IgG Antikorper,
gegen primare Mausantikdrper, mit Al647 gekoppelt und ein Kopplungsgrad von ~ 0,9 erzielt.
Als zweiter sekundarer Antikérper wurde der zuvor charakterisierte 1gG Antikorper gegen

primdre Kaninchennantikérper mit einem Kopplungsgrad von ~ 8,3 genutzt. Mit diesen
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sekundaren Antikorpern wurden Mikrotubulistrukturen via primare Mausantikdrper gegen -
Tubulin, sowie Clathrin-Vesikel, via primaren Kaninchenantikorper gegen diese Vesikel,
markiert. Die resultierenden Bilder der Fluoreszenzlebensdauermikroskopiemessungen sind

in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Fluoreszenzlebensdauermikroskopie mit mehrfach markierten Al647 Antikorpern. A) Abbildung
der Fluoreszenzlebensdauermikroskopiemessung in PBS (pH 7,4) von immunomarkierten Clathrin-Vesikel iber
primare Kaninchenantikoérper gegen Clathrin-Vesikel und sekundére 1gG Antikérper gegen Kaninchenantikorper,
mit einem Al647 Kopplungsgrad von ~ 8,3. B) Fluoreszenzlebensdauermikroskopieabbildung der Messung in PBS
(pH 7,4) von immunomarkierten Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen Uber primare Mausantikdrper gegen B-
Tubulin und sekundare 1gG Antikorper, mit einem Kopplungsgrad von ~ 0,9, gegen Mausantikorper. C) Abbildung
der Fluoreszenzlebensdauermikroskopie von immunomarkierten Mikrotubulistrukturen Gber primare
Mausantikorper gegen B-Tubulin und sekundare IgG Antikérper, mit einem Kopplungsgrad von ~ 0,9, gegen
Mausantikorper, sowie Clathrin-Vesikel Uber primdre Kaninchenantikérper gegen Clathrin — Vesikel und
sekundare 1gG Antikorper, mit einem Kopplungsgrad von ~ 8,3, gegen Kaninchenantikérper, in COS7-Zellen in
PBS (pH 7,4). D) Graphische Darstellung der jeweiligen Abklingkurve der Fluoreszenzlebensdauer der markierten
Antikérper mit einem Kopplungsgrad von ~ 0,9 (griin) und ~ 8,3 (blau) gemessen in PBS (pH 7,4) bei 640 nm
Anregung und jeweiliger Detektion der Photonen am Emissionsmaximum. Balkenskalen 10 um. Abbildung
entnommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fir  weitere  Verwendungen bezlglich  dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Dabei ist zu sehen, dass sich die Fluoreszenzlebensdauer der beiden verwendeten Al647
markierten  Antikérper mit unterschiedlichen Farbstoffkopplungsgraden deutlich
unterscheidet. Der Markierungsgrad von ~ 0,9 Farbstoffen weist dabei eine durchschnittliche
amplitudengewichtete Fluoreszenzlebensdauer von ~ 1,49 ns auf, wohingegen der
Kopplungsgrad von ~ 8,3 eine amplitudengewichtete Fluoreszenzlebensdauer von ~ 0,38 ns

aufweist. Somit konnten die beiden zelluldren Zielstrukturen in einer immunomarkierten
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COS7-Zelle mithilfe der Fluoreszenzlebenszeit unterschieden und damit ein Mehrfarbenbild
verschiedener zelluldrer Sturkuren mit dem selben Farbstoff zu unterschiedlichen

Kopplungsgraden in PBS (pH 7,4) erzeugt werden.

4.2.2 Einzelmolekiillokalisations- und einzelmolekiilspektroskopische Analysen

Um diese Phanomene genauer zu analysieren wurden in weiteren Schritten spektroskopische-
und lokalisationsbasierende Einzelmolekiilaufnahmen durchgefihrt. Hierfir wurden
Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen mit Al647 gekoppelten IgG-Antikérpern durchgefiihrt,
die einen Kopplungsgrad von ~ 1,1, ~ 2,1, ~ 4,1 und ~ 8,3 aufwiesen. Mit diesen, via
Immunofluoreszenz gefarbten zelluldren Strukturen, wurden Einzelmolekilaufnahmen,
basierend auf der Mikroskopiemethode dSTORM, durchgefiihrt. Die entsprechenden
resultierenden hochaufgel6sten zelluldaren Strukturen sind in Abbildung 27 dargestellt. Dabei
wurden alle Aufnahmen mit einer Anregungsleistung von ~ 2 kW/cm? bei 641 nm
durchgefiihrt. Des Weiteren wurden die Aufnahmen in Puffern bestehend aus 100 mM MEA
mit und ohne Sauerstoffenzugssystem in PBS (pH 7,4) sowohl mit zirkular, als auch mit linear
polarisiertem  Licht durchgefiihrt. Unter der Pufferbedingung mit einem
Sauerstoffentzugssystem und 100 mM MEA in PBS (pH 7,4) wurden dariber hinaus
Aufnahmen mit zusatzlicher Anregung von ~ 8 W/cm? bei 405 nm durchgefiihrt. Alle
Messungen wurden mit einer Integrationszeit von 8 ms (125 Hz) fiir 10 Minuten durchgefiihrt
und anschlieBend die jeweilige Fluoreszenzzeit der detektierten Emitter (tan), die Intensitat
der Fluoreszenz der Emitter (lan), die Zeit zwischen den Detektionsereignissen der jeweiligen
Emitter (taus), die Lokalistationsgenauigkeit der Emitter (owk), sowie die bildbasierende
Auflésung, mittels Fourier-Ringkorrelation (engl.: Fourier ring correlation, FRC), bestimmt. Die

jeweiligen Werte nach dieser Analyse sind in Tabelle 3 aufgefihrt.
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Abbildung 27: Hochaufgeloste dSTORM Rekonstruktionen von immunomarkierten Mikrotubulistrukturen mit
sekunddren, mehrfach markierten Al647 Antikdrpern. Rekonstruktion der Einzelmolekildaten der dSTORM
Aufnahmen immunofluoreszenzmarkierter Mikrotubulistrukturen mit Al647 Kopplungsgraden der sekundaren
Antikorper von A) ~ 1,1, B) ~2,1, C) ~ 4,1 bzw. D) ~ 8,3, gemessen in 100 mM MEA unter Verwendung eines
Sauerstoffenzugssystems mit ~ 2 kW/cm? Anregungsleistung bei 641 nm, sowie die jeweilige, mittels Fourier-
Ringkorrelation, bestimmte bildbasierte raumliche Auflésung von A) ~22+1nm,B)~23+1nm,C)~25+1nm
und D) ~ 31 = 1 nm. Malstabsleiste: 1 um. Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 1
(Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099. Fir weitere Verwendungen beziiglich

dieses Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Dabei ist aus den jeweiligen Abbildungen zu erkennen, dass die Kopplungsgrade von ~ 1,1 und
~ 2,1 Al647 Farbstoffen pro sekundaren IgG-Antikorper mit ~ 22 + 1 nm bzw. ~ 23 £ 1 nm die
hochste raumliche Auflésung erzielen. Im Vergleich dazu liefern die Kopplungsgrade ~ 4,1 und
~ 8,3 mit~ 25+ 1 nm bzw. ~ 31 £ 1 nm einen hoheren Wert der FRC und damit geringere
raumliche Auflosungen. Des Weiteren ist ersichtlich, dass Hintergrundsignale in den
Aufnahmen A) und B) kaum zu erkennen sind, wahrend dieses Signal bei den Aufnahmen C)
und D) sehr stark ausgeprdgt und deutlich sichtbar sind. Bei genauerer Analyse der
Lokalistationsdaten ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzintensitaten der lokalisierten Emitter
von ~ 307,4 + 81,0 (SA) Photonen/ms (Kopplungsgrad ~ 4,1, 100 mM MEA mit enzymatischen
Sauerstoffentzugssystem und linear polarisierter Anregung) bis ~ 443,9 + 134,6 (SA)
Photonen/ms (Kopplungsgrad ~ 1,1, 100 mM MEA bei zirkular polarisierter Anregung) etwas
schwanken aber sich nicht signifikant unterscheiden. Ebenso ist sowohl die jeweilige

Fluoreszenzzeit, als auch die Lokalisationsgenauigkeit der detektierten Emitter nahezu
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identisch und schwankt nur leicht um den Wert von ~ 9 ms bzw. ~ 6 nm. Die Zeit zwischen den
Lokalisationsereignissen ist dabei fiir linear und zirkular polarisierte Anregungen, unter den
jeweiligen selben Pufferbedingungen, nahezu identisch. Die langsten Zeiten zwischen den
Fluoreszenzereignissen der Emitter wurden in Messpuffern mit zusatzlichen enzymatischen
Sauerstoffentzugssystem registriert. Diese Werte verringern sich mit zusatzlicher Anregung
bei 405 nm wieder und erreichen hierbei Auszeiten, die nahe den Werten ohne
Sauerstoffentzugssystem liegen. Ansonsten hat eine zusatzliche Anregung mit UV-Licht keinen
nennenswerten Einfluss auf die Ubrigen bestimmten Werte. Die raumliche Auflésung der
Aufnahmen schwankt zwischen ~ 17,2 + 0,5 nm (Kopplungsgrad ~ 2,1, 100 mM MEA bei
zirkular polarisierter Anregung) und ~ 30,7 £ 1,1 nm (Kopplungsgrad ~ 8,3, 100 mM MEA mit
enzymatischen Sauerstoffentzugssystem und zirkular polarisierter Anregung). Dabei fallt auf,
dass die bildbasierende Auflésung fir die Kopplungsgrade ~ 1,1 und ~ 2,1, bis auf einzelne
Ausnahmen, niedrigere Werte aufwies als fir die héheren Kopplungsgrade und damit eine
hohere Auflosung erzielt wurde. Des Weiteren wurden mit dem Kopplungsgrad von ~ 8,3 die
hochsten Werte erreicht und damit die schlechteste raumliche Auflosung erzielt (100 mM

MEA mit enzymatischen Sauerstoffentzugssystem und zirkular polarisierter Anregung).

Tabelle 3: Statistische Auswertung lokalisierter Emitter sekundarer mehrfach markierter Al647 Antikorper im
Weitfeld. Zeitliche Analyse immunofluoreszenzmarkierte Mikrotubulistrukturen in COS7-Zellen in Bezug auf die
jeweilige Fluoreszenzintensitat der detektierten Emitter (lan) in Photonen/ms, der jeweiligen Detektionszeit des
Signals (tan) in ms, der Zeit zwischen den jeweiligen Lokalisationsereignissen der Emitter (taus) in Sekunden (s),
der Lokalistationsgenauigkeit der Punktspreizfunktion der lokalisierten Signale (owk) in Nanometern ermittelt
mit einem Beobachtungsradiusparameter von ~ 10 nm und der jeweiligen bildbasierenden rdumlichen Auflésung
der jeweiligen Aufnahmen mittels Fourier-Ringkorrelation (FRC) in Nanometern. Die jeweiligen Messungen
wurden bei einer Integrationszeit von 8 ms fiir jeweils 10 Minuten mit einer Anregungsleistung von ~ 2 kW/cm?
bei 641 nm mit und ohne zusétzliche Anregung mit ~ 8 W/cm? bei 405 nm (UV) in 100 mM MEA-haltigen PBS
Puffer (pH 7,4), sowohl mit, als auch ohne zuséatzliches Sauerstoffentzugssystem mit linear und zirkular
polarisiertem Anregungslicht durchgefiihrt. Die jeweiligen Werte der sekundaren mehrfach markierten Al647
Antikorper-Aufnahmen wurden dabei jeweils histogrammiert und die durchschnittlichen Parameter mit ihrer
Standardabweichung (SA) aufgelistet. Tabelle entnommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fir  weitere  Verwendungen beziglich  dieses
Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Polarisation und Kopplungsgrad lan (Photonen/ms?) Tan (ms) Taus (S) OLok. (nm) FRC (nm)
Bedingung
1,1 381,8 +123,2 93+1,1 18,4 +13,5 6,1+3,2 22,2+0,8
Linear,
2,1 415,8 +121,1 9,1+1,0 20,2+13,2 55+3,1 21,6+0,5
100 mM MEA
4,1 343,0 £ 109,2 9,6+1,5 19,3+13,4 6,4+3,1 20,8+1,1
8,3 359,3+1234 9,8+1,9 26,9 +17,7 58+2,8 20,4+0,5
1,1 331,7+67,4 96+1,1 20,6 +13,2 52+23 19,1+0,3

67


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099

Ergebnisse

Linear, 2,1 382,5 + 86,7 9,3+1,0 20,6 +12,6 51%2,4 20,5+0,9
100 mM MEA +
4,1 307,4 + 81,0 9,4+1,2 22,8+14,6 5,7+2,7 21,1104
Sauerstoffentzug
8,3 408,8 + 112,0 9,5+1,3 29,4+17,0 6,6 3,9 20,60,5
1,1 443,9 +134,6 9,0+1,0 14,9+11,5 53+2,9 21,9%0,7
Zirkular,
2,1 412,3+137,8 9,4+1,8 16,1+ 14,1 59%3,1 17,2%0,5
100 mM MEA
41 411,7 +115,2 9,4+1,4 19,4 £13,6 5,8+2,9 20,810,8
8,3 311,4 £101,0 9,5+1,3 28,8+17,0 6,6 +3,7 28,310,9
1,1 421,0 + 100,7 9,3+0,9 20,4+11,9 6,4%3,9 21,8+0,8
Zirkular,
2,1 384,0 £ 88,0 9,5+1,2 19,7+12,8 5,4+2,6 22,9+1,0
100 mM MEA +
sauerstoffentzug 41 380,7 + 119,0 9,6 1,6 27,7+18,4 59+3,1 24,6+0,7
8,3 381,9 +147,7 9,4+1,5 30,4+ 20,0 7,1+4,2 30,7+1,1
1,1 430,2 + 125,7 9,3+1,3 21,1155 6,3+4,0 21,810,8
Zirkular,
2,1 361,3%95,8 9,4+1,2 19,3+13,1 6,6 3,6 24,017
100 mM MEA +
Sauerstoffentzug 41 388,6 + 119,0 8,9+1,0 20,5 + 14,0 59+3,4 24,010,9
B EEE 8,3 365,8 + 101,7 9,1+1,3 21,9+157 62%3,3 23,710

Um auszuschliefRen, dass die in Tabelle 3 aufgelisteten Werte, aufgrund der mit sekundaren
Antikorpern dicht markierten Mikrotubulistruktur resultieren und damit durch Gberlappende
Beobachtungsradien wahrend der Analyse erzielt wurden, wurden mit den selben sekundaren
mehrfach markierten Al647 IgG-Antikérper Einzelmolekiiloberflachen zu einer geringeren
Dichte hergestellt. So sollte aufgrund der raumlichen Separierung der markierten Antikorper
ausgeschlossen werden, dass die Beobachtungsradien wahrend der Analyse der
Lokalisationsdaten Uberlagern. Die resultierenden Werte sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Dabei
ist zu erkennen, dass die Werte der Fluoreszenzintensitat relativ ahnlich zu den Werten der
entsprechenden analysierten Lokalisationsdaten der Mikrotubuliaufnahmen in Tabelle 3 sind
und auch hier keine signifikanten Unterschiede zeigen. Die Fluoreszenzzeit der Emitter ist mit
~10 ms etwas hoher als bei den Mikrotubulidaten aber weisen auch hier keinen weiteren
Unterschied zwischen den Pufferbedingungen auf. Die Lokalisationsgenauigkeit der
Einzelmolekiiloberflachen ist bei allen Pufferbedingugnen mit ~ 5 nm relativ ahnlich und damit
etwas geringer als die Werte in Tabelle 3. Die Werte der Zeiten des Dunkelzustands und damit
die Zeiten zwischen den Lokalisationen der Emitter zeigen hier die identische Tendenz wie die
Mikrotubulidaten aus Tabelle 3. Diese Werte sind fiir Pufferbedingungen mit
Sauerstoffentzugssystem am groBten und sinken mit zusatzlicher UV-Anregung auf

vergleichbare Werte wie ohne Verwendung eines enzymatischen Sauerstoffentzugssystems
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ab. Im Allgemeinen sind die analysierten Daten zur Einzelmolekiiloberflache der mehrfach
markierten Antikorper vergleichbar zu den identisch analysierten Daten der

immunomarkierten Mikrotubulistrukturen in COS7 — Zellen.

Tabelle 4: Zeitliche Analyse der Einzelmolekiiloberflichen mehrfach markierter Al647 Antikérper. Die
Auswertung erfolgte mit einem Beobachtungsradiusparameter von ~ 10 nm. Ermittelt wurde die
Fluoreszenzintensitat der detektierten Emitter (lan) in Photonen/ms, die Detektionszeit des Signals (tan) in ms,
die Zeit zwischen den Lokalisationsereignissen eines Emitters (taus) in Sekunden (s) und die
Lokalisationsgenauigkeit der Punktspreizfunktion der Einzelmolekile (owok) in Nanometern. Die Messungen
wurden bei einer Integrationszeit von 8 ms fir jeweils 10 Minuten mit einer Anregungsleistung von ~ 2 kW/cm?
bei 641 nm mit und ohne zusatzlicher Anregung mit ~ 8 W/cm? bei 405 nm (UV) in 100 mM MEA-haltigen PBS
Puffer (pH 7,4), sowohl mit als auch ohne zusatzliches Sauerstoffentzugssystem mit zirkular polarisiertem
Anregungslicht durchgefiihrt. Die analysierten Daten wurden histogrammiert und die durchschnittlichen Werte
jeweils mit ihrer Standardabweichung (SA) aufgelistet. Tabelle entnommen und modifiziert aus Manuskript 1
(Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099. Fiur weitere Verwendungen bezlglich
dieses Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Pufferbedingung Kopplungsgrad  lan (Photonen/ms?) Tan (ms) Taus (s) Otok. (Nnm)
1,1 396,8 +151.5 10,2 +1,7 12,2 +11,8 51+1,9
100 mM MEA
2,1 398,5 +156,7 10,2+2,1 10,1+9,2 52+1,9
4,1 396,0 + 160,0 10,2+1,9 11,8 +11,2 52*1,9
8,3 394,2 +159,6 10,3+2,1 11,2 +11,2 58+2,1
1,1 356,3 +132,3 11,0+2,1 21,5+18,7 51+1,7
100 mM MEA +
2,1 418,1 +161,6 10,9+2,2 22,4 +19,2 4,7+1,6
Sauerstoffentzug
4,1 398,2 + 154,7 10,9+2,3 25,9 +23,8 4,8+5,1
8,3 389,9 +154,5 10,9+2,5 24,4+22,4 51+1,9
1,1 367,7 +181,5 11,0+2,8 12,2 +22,6 53+1,8
100 mM MEA +
2,1 369,0+171,0 108+2,4 13,6 +25,3 53+1,9
Sauerstoffentzug
+ UV-Anregung 4,1 357,8 +177,0 11,1+3,3 10,8 +19,8 55%1,9
8,3 367,8+167,4 11,1+3,3 13,7 +24,9 53+1,9

Da die analysierten Daten der diversen Kopplungsgrade starke Ahnlichkeiten aufwiesen und
damit keine eindeutigen Unterschiede auf Einzelmolekiilebene zu erkennen waren, wurden
weitere spektroskopische Einzelmolekilmessungen durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Einzelmolekiiloberflaichen der mehrfach markierten Antikérper an einem konfokalen
Fluoreszenzlebenszeitmikroskop in einer Photonenkoinzidenzbestimmungskonfiguration
gemessen um gemeinsame Photonendetektionsereignisse zu analysieren. Dabei wurden
Messungen in PBS (pH 7,4 sowohl mit 100 mM MEA und enzymatischen
Sauerstoffentzugssystem, als auch mit ~ 1 mM Trolox, durchgefihrt. Alle Aufnahmen wurden

bei zirkularer Polarisation und einer Anregungsleistung von ~ 1 kW/cm? bei 640 nm mit einer
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Laserpulsfrequenz von 19,5 MHz gemessen. Zur Uberpriifung der Sensitivitit dieser
Anwendung und der Mikroskopkonfiguration wurden zuerst Intensitatsspuren einer
Einzelmolekiiloberflache aus doppelstrangigen Oligonukleotidsequenzen, terminal gekoppelt
mit einem einzelnen Al647 Fluorophor, vermessen. Die resultierenden Intensitatsspuren der
verschiedenen Pufferbedingungen und ihr jeweiliges Photonenkoinzidenzhistogramm sind in
Abbildung 28 dargestellt. Dabei zeigt sich, dass das Fluoreszenzsignal unter den verwendeten
Messbedingungen in troloxhaltigem Puffer nach wenigen Sekunden zum erliegen kommt,
wahrend in thiolhaltigem Puffer das Fluoreszenzsignal im Laufe der Aufnahmezeit von 250
Sekunden mehrmals kurz detektiert wird und damit ein typisches Photoschaltverhalten
aufzeigt. Das jeweilige Photonenkoinzidenzsignal zeigt dabei keinen zu bericksichtigenden
Ausschlag zum  Zeitpunkt t = 0 und damit nahezu keine simultanen
Photonendetektionsereignisse an den Detektoren. Die normalisierte Koinzidenz zum
Zeitpunkt t = 0 betragt dabei ~ 0,030 + 0,004 in troloxhaltigem Puffer und ist damit niedriger
als in thiolhaltigem Puffer, bei dem die Koinzidenz der Photonendetektionsereignisse zum
Zeitpunkt t = 0 einen Wert von ~ 0,18 + 0,04 aufweist.
A)

a

o
N
o

N W b
o O O

Intensitat (Hz)
Koinzidenzen

-
o

s

X |
0 s o st ,0-
0123456782910 -500 -250 0 250 500
Zeit (s) Zeit (ns)

100
N 80
H 601
240
[J]
€ 20,
0 | . L rl L J‘ . 1 . 0_

0 50 100 150 200 250 ’.500 250 0 250 500
Zeit (s) Zeit (ns)

N

Koinzidenzen
o o v o

o o

Abbildung 28: Intensitatsspuren und Photonenkoinzidenzsignal doppelstringiger, teminal einfach markierter
Al647 Oligonukleotidsequenzen. A) Intensitatsspur (Klasseneinteilung 10 ms) des Al647 Fluoreszenzsignals in
PBS (pH 7,4) mit 1 mM Trolox (links), sowie das dazugehorige normalisierte Photonendiagramm der
Koinzidenzverteilung (Klasseneinteilung 1 ns) (rechts) bzw. dessen vereinfachte Darstellung (Balkendiagramm)
des Mittelwertes des Signals zum Zeitpunkt t = 0, ermittelt aus den jeweiligen 8 Nebenmaxima (4 zur jeder Seite).
B) Messung der Fluoreszenzintensitat tiber die Zeit (Klasseneinteilung 10 ms) in PBS (pH 7,4) mit 100 mM MEA
und enzymatischen Sauerstoffentzugssystem (links), sowie dessen normalisierte Koinzidenzverteilung der
Photonen (Klasseneinteilung 1 ns) (rechts). Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 1
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(Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099. Fir weitere Verwendungen beziiglich
dieses Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Zusatzlich dazu wurde die Koinzidenzverteilung der Hintergrundphotonen durch Analyse eines
Bereiches der zeitlichen Fluoreszenzintensitaitsmessungen, in dem kein Fluoreszenzsignal
detektiert wurde, bestimmt. Die resultierende Verteilung der Koinzidenzen der

Hintergrundphotonen ist in Abbildung 29 dargestellt.

HllA

-500 -250 250 500
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Abbildung 29: Photonenkoinzidenzverteilung des Hintergrundsignals. Normalisiertes Histogramm der
Koinzidenzen (Klasseneinteilung 1 ns) der Hintergrundphotonen aus der Messung der zeitlichen
Fluoreszenzintensitat in PBS (pH 7,4) mit 100 mM MEA und enzymatischen Sauerstoffenzugsystem (Abb. 28 B).
Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fir  weitere  Verwendungen bezlglich  dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Dabei zeigt sich, dass die Koninzidenzen der Hintergrundphotonen zufallig verteilt sind und
ein hoher Wert simultaner Photonendetektionsereignisse zum Zeitpunkt t = 0 auftritt. Durch
die Ergebnisse in Abbildung 28 zeigt sich, dass die Systemkonfiguration und die
Messbedingungen sensitiv und ausreichend sind, um Photonenkoinzidenzanalysen in PBS (pH
7,4) sowohl mit Troloxzugabe, als auch mit Thiolzugabe unter Sauerstoffenzug durchfiihren zu
konnen. Daher wurden im nachsten Schritt Photonenkoinzidenzmessungen der
Einzelmolekiiloberflachen der sekundaren mehrfach gekoppelten Al647 Antikérper unter den
beiden zuvor verwendeten Pufferbedingungen durchgefiihrt. Dabei wurden ca. 7 — 9
Messungen zu den oben beschriebenen Messeinstellungen fiir je 300 s durchgefiihrt. Diese
Ergebnisse sind in Abbildung 30 aufgefiihrt. Hierbei zeigt sich bei den Messungen unter
troloxhaltigen Pufferbedingungen, dass die Kopplungsgrade von ~ 1,1 und ~ 2,1 jeweils klare
Photozerstorungsstufen aufweisen, bei denen die Farbstoffe nach wenigen Sekunden der
Belichtung zerstort werden. Die Kopplungsgrade ~ 4,1 und ~ 8,3 zeigen dahingegend sehr
komplexe Fluoreszenzintensitatsverlaufe mit stark fluktuierenden Intensititen lber eine

vergleichsweise lange Zeit von ~ 25 — 30 s, bevor auch diese Farbstoffe photozerstért wurden.
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Die durchschnittlichen Photonenkoinzidenzen zum Zeitpunkt t = 0 erreichten Werte von ~ 0,18
+0,05 (Kopplungsgrad~1,1),~ 0,42 +0,12 (Kopplungsgrad ~2,1),~ 0,70 £ 0,16 (Kopplungsgrad
~4,1) und ~ 0,86 * 0,28 (Kopplungsgrad ~ 8,3) und steigen damit mit steigendem
Kopplungsgrad an. Die Messungen des zeitlichen Fluoreszenzverlaufes unter thiolhaltigen
Pufferbedingungen mit Sauerstoffentzugssystem zeigen dabei fir die Kopplungsgrade ~ 1,1
und ~ 2,1 vereinzelt auftretende Fluoreszenzereignisse der Emitter (iber die gesamte
Aufnahmezeit, wobei diese Ereignisse fiir den Kopplungsgrad von ~ 2,1 etwas haufiger
auftreten als beim niedrigsten Kopplungsgrad. Die Kopplungsgrade ~ 4,1 und ~ 8,3 zeigen
dabei erneut ein sehr komplexes Fluoreszenzverhalten mit stark fluktuierenden
Fluoreszenzintensitaten und sehr haufigen Fluoreszenzereignissen Uber die gesamte
Aufnahmezeit von 300 Sekunden. Die jeweiligen durchschnittlichen Photonenkoinzidenzen
zum Zeitpunkt t = 0 zeigten dabei mit ~ 0,23 + 0,13 (Kopplungsgrad ~ 1,1), ~ 0,31 + 0,15
(Kopplungsgrad ~ 2,1), ~ 0,19 + 0,10 (Kopplungsgrad ~ 4,1) und ~ 0,27 £ 0,11 (Kopplungsgrad
~ 8,3) sehr ahnliche und durchgehend niedrige Werte. Vor allem die hohen Kopplungsgrade
von ~ 4,1 und ~ 8,3 zeigen im Vergleich zu den Aufnahmen in troloxhaltigem Puffer eine
deutliche Veranderung der durchschnittlichen Photonenkoinzidenzwerte zum Zeitpunktt =0
und damit nahezu identische Werte zu den niedrigen Kopplungsgraden. Diese zeigen

wiederrum vergleichbare Werte wie in troloxhaltigen Pufferbedingungen.
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Abbildung 30: Zeitspuren der Fluoreszenzintensitit und Photonenkoinzidenzwerte mehrfach markierter
Antikorper. Fluoreszenzintensitatsspuren (Klasseneinteilung 10ms) der Kopplungsgrade ~ 1,1 (grin), ~ 2,1 (blau),
~ 4,1 (orange) und ~ 8,3 (magenta) in PBS (pH 7,4) mit Zugabe von Trolox (links) und Thiolen (rechts), sowie in
den unteren Balken- und Streudiagrammen, die jeweils farblich Ubereinstimmende durchschnittliche
Koinzidenzrate zum Zeitpunkt t = 0 der jeweiligen 7 — 9 Einzelmessungen. Die Messungen wurden mit zirkular
polarisierten Licht bei 640 nm mit einer Anregungsleistung von ~ 1 kW/cm? belichtet. Die Einschiibe in den
Fluoreszenzintensitatsspuren zeigen die vereinfachte Darstellung des Koinzidenzwertes zum Zeitpunkt t = 0 Uber
die gesamte Aufnahmezeit. Dieses Balkendiagramm wurde aus dem zentralen Maximum und dem Mittelwert
der jeweils vier benachbarten Maxima berechnet. Intensitdten sind in Hz angegeben. Abbildung entnommen und
modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste): https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099. Fir
weitere Verwendungen beziiglich dieses Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Das Balken- und Streudiagramm zu den Messungen unter troloxhaltigen Pufferbedingungen
in Abbildung 30 zeigt fir die Kopplungsgrade ~ 4,1 und ~ 8,3 eine breite Streuung der
durchnittlichen Photonenkoinzidenzwerte zum Zeitpunkt t = 0. Dabei zeigen diese beiden
Kopplungsgrade in einzelnen Fallen sowohl durchschnittliche Photonenkoinzidenzwerte nahe
0,5, als auch nahe 1. In Abbildung 31 sind einzelne Zeitspuren und deren
Photonenkoizidenzdiagramme dieser extremen Beispiele gezeigt. Dabei zeigt sich, dass die
Fluoreszenzintensitatsspuren des Kopplungsgrades ~ 4,1 in Ausnahmefédllen auch

Photozerstorungsstufen aufzeigen kann, wobei hier ~ 4 Stufen klar zu erkennen sind, bevor
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die Fluoreszenz der Farbstoffe nach wenigen Sekunden zum erliegen kommt (Abb. 31 A).
Hierbei weist die komplette Fluoreszenzintensitatsspur einen Photonenkoinzidenzwert zum
Zeitpunkt t = 0 von ~ 0,73 = 0,21 auf. Die jeweiligen Photozerstorungsstufen weisen dabei
einen Riickgang der Photonenkoinzidenzwerte mit steigender Photozerstérung auf. So zeigt
die Photonenkoinzidenz zum Zeitpunkt t = 0 vor der ersten Fluoreszenzintensitatsreduktion
(Abb. 31 B (grin)) einen Wert von ~ 1,1 + 0,24, vor der zweiten
Fluoreszenzintensitatsreduktion (Abb. 31 B (blau)) einen Wert von ~ 0,77 + 0,27, vor dem
dritten Fluoreszenzintensitatsriickgang (Abb. 31 B (orange)) einen Wert von ~ 0,49 + 0,01 und
vor dem letzten Einbruch der Fluoreszenzintensitdit (Abb. 31 B (magenta)) einen
Photonenkoinzidenzwert zum Zeitpunkt t = 0 von ~ 0,19 * 0,02. Dieses Verhalten des
Fluoreszenzsignals wurde lediglich fiir den Kopplungsgrad ~ 1,1, ~ 2,1 und in Ausnahmefallen
auch fir den Kopplungsgrad ~ 4,1 beobachtet. Fir den Kopplungsgrad von ~ 8,3 konnte eine
solche stufenweise Reduktion des Fluoreszenzsignals nicht registriert werden. Allerdings
zeigten hohere Kopplungsgrade unter troloxhaltigen Pufferbedingungen in Ausnahmefillen
auch eine starke Fluktuation der Fluoreszenzsignals zu Beginn der Messung (Abb. 31 C und D)
und damit ein dhnliches Verhalten der Fluoreszenz wie unter thiolhaltigen Pufferbedingungen.
Die Photonenkoinzidenzen zum Zeitpunkt t = 0 wiesen hierbei Uber die gesamte
Intensitatsspur mit Werten von ~ 0,45 £ 0,11 fir den Kopplungsgrad ~ 4,1 (Abb. 31 C) bzw. ~
0,69 + 0,14 fur den Kopplungsgrad ~ 8,3 (Abb. 31 D) vergleichsweise niedrige und zum

Kopplungsgrad ~ 2,1, unter dieser Pufferbedingung, relativ vergleichbare Werte auf.
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Abbildung 31: Fluoreszenzintensititszeitspuren und deren Photonenkoinzidenzen einzelner Ausnahmefille
hoherer Kopplungsgrade in Troloxpuffer. A) Stufenweise Photozerstorung der Emitter des Kopplungsgrades ~
4,1 unter Troloxbedingungen (pH 7,4), sowie das dazugehorige vereinfachte Photonenkoinzidenzdiagramm tber
die gesamte Zeit des Fluoreszenzsignals. Die jeweiligen Stufen der Photozerstérung sind farblich gekennzeichnet.
B) Vereinfachte Photonenkoinzidenzdiagramme vor der jeweiligen Reduktion des Fluoreszenzsignals, die Balken
zum Zeitpunkt t = 0 orientieren sich farblich an die Zahl der Photozerstérungsstufe aus A). C) Starke Fluktuation
des Fluoreszenzsignals eines Antikdrpers mit dem Kopplungsgrad ~ 4,1 unter troloxhaltigem Pufferbedingungen
(pH 7,4), sowie dessen vereinfachtes Photonenkoinzidenzdiagramm berechnet aus der gesamten Zeit des
Fluoreszenzsignals. D) Fluktuationsverhalten der Fluoreszenzsignals eines Antikorpers mit dem Kopplungsgrad ~
8,3 unter Troloxbedingungen (pH 7,4) und dessen simplifiziertes Photonenkoinzidenzdiagramm liber die gesamte
Fluoreszenzzeit als Einschub. Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fir  weitere  Verwendungen bezliglich  dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Wahrend dieses fluktuierende Fluoreszenzverhalten héherer Kopplungsgrade eher die
Ausnahme unter troloxhaltigen Pufferbedingungen darstellt, zeigen Messungen der
Fluoreszenzintensitat unter thiolhaltigen Pufferbedingungen fiir hohere Kopplungsgrade
oftmals ein starke Anhaufung schnell alternierender Fluoreszenzsignale wahrend den ersten
Sekunden der Aufnahme. Einige Beispiele zu den Kopplungsgraden ~ 4,1 und ~ 8,3 unter dieser
Pufferbedingung sind in Abbildung 32 aufgeflihrt. Dabei ist zu erkennen, dass die
fluktuierenden Fluoreszenzsignale des Kopplungsgrades ~ 4,1 hier bis zu 50 Sekunden und fir
den Kopplungsgrad ~ 8,3 hier nahezu 30 Sekunden lang zu beobachten sind, bevor die
Fluoreszenzereignisse = abnehmen und zum  erliegen kommen. Auch die
Fluoreszenzintensitaten zeigen eine Fluktuation, wobei die Intensitdt des Kopplungsgrades ~
4,1 Gber die Zeit eher etwas ansteigt, wahrend die Fluoreszenzintensitat des Kopplungsgrades

75


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099

Ergebnisse

~ 8,3 Uiber die Zeit der Signaldetektion etwas abnimmt, bevor das Signal in beiden Fallen zum

erliegen kommt.
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Abbildung 32: Anhdufung schnell fluktuierender Fluoreszenzereignisse hoherer Kopplungsgrade unter
Thiolbedingungen. A) Zeitliches Fluoreszenzsingal des Kopplungsgrades ~ 4,1 unter Thiolbedingungen (pH 7,4)
mit dem entsprechenden Photonenkoinzidenzsignal berechnet (iber die gesamte Linge der Aufnahme. Ein
vergroBerter Bereich der ersten 15 Sekunden dieser Aufnahme ist im rechten Abschnitt dargestellt, der stark
fluktuierende Fluoreszenzsignale und —intensitaten zeigt. B) Fluoreszenzsignalverfolgung des Kopplungsgrades ~
8,3 unter thiolhaltigen Pufferbedingungen (pH 7,4), sowie dessen Photonenkoinzidenzdiagramm Uber die
gesamte Zeit der Fluoreszenzsignaldetektion. Im rechten Abschnitt ist wiederrum eine vergroRerte Abbildung
der ersten 15 Sekunden dargestellt. Abbildung entnommen und modifiziert aus Manuskript 1 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsnano.0c06099.  Fur  weitere  Verwendungen bezlglich  dieses
Materialauszuges ist ACS flir Genehmigungen zu kontaktieren.

Dabei zeigten sich durchschnittliche Photonenkoinzidenzen von ~ 0,16 + 0,01 fiir den
Kopplungsgrad ~ 4,1 bzw. ~ 0,08 £ 0,01 fiir den Kopplungsgrad ~ 8,3 und damit deutlich
niedrigere Werte als bei den Messungen in Abbildung 30. Die Werte in Abbildung 32 sind

vergleichbar mit Werten niedriger Kopplungsgrade unter diesen Pufferbedingungen.

4.3 Analyse und biologische Anwendung abstandsabhangiger
photophysikalischer Phanomene von Cyaninfarbstoffen unter dSTORM-
Bedingungen mittels DNA-Origami und Rezeptoren

Im Folgenden werden alle Ergebnisse der Analysen des abstandsabhdngigen
photophysikalischen Verhaltens von Cyaninfarbstoffen unter dSTORM-Bedingungen

aufgefihrt. Hierbei wurden alle Messungen zur DNA-PAINT Methode von der Mara Meub am
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Lehrstuhl fiir Biophysik & Biotechnologie der Julius-Maximilians Universitdat Wirzburg
durchgeflihrt. Des Weiteren wurden alle Messungen zur Qualitatskontrolle der DNA-Origami
Konstrukte mittels Transmissionselektronenmikroskop (TEM) in der Zentralen Abteilung fir
Mikroskopie am Biozentrum der Julius-Maximilians Universitdat Wiirzburg von Daniela Bunsen
und Anne Krigl unter der Leitung von Prof. Dr. Christian Stigloher durchgefiihrt. Samtliche
Praparationen und dSTORM Messungen von Rezeptoren wurden von Alexander Kuhlemann
am Lehrstuhl fur Biophysik & Biotechnologie der Julius-Maximilians Universitat Wiirzburg

durchgefiihrt.

4.3.1 Herstellung, Aufreinigung und Qualitatskontrolle der DNA-Origami Konstukte
Mithilfe des Computerprogrammes caDNAno 2.2.0 wurde ein Rechteck mit einer Breite von ~
50 nm, einer Lange von ~ 65 nm und einer Hohe von ~ 5 nm simuliert [64, 65]. Hierbei wurden
mithilfe einer Gitternetzstruktur jeweils 17 Helices, bestehend aus 191 Basen, fir die
Oberseite und die Unterseite des Rechtecks simuliert, um die zuvor erwdahnten Dimensionen
des Rechtecks zu erzielen. Fir die Visualisierung dieser Animation, wurde das
Computerprogramm zur Gestaltung von dreidimensionalen DNA-Origami Strukturen, in das
Animationsprogramm Autodeskt Maya 2012 implementiert. Die Gestaltung des DNA-Origami
Konstruktes ist in Abbildung 33 aufgefiihrt. Als Geriststrang des DNA-Origami Konstruktes
wurde die zirkulare einzelstrangige Bakteriophagen-DNA p7560 aus einem M13mp18 Derivat
(tilibit nanosystems, M1-32) verwendet und in das Computerprogramm, fiir die Simulation der
notigen kurzen Gegenstrange, eingegeben. Die Lange und die Gestaltung dieser Gegenstrange
wurde manuell Uberprift und optimiert. Die Sequenzen der Gegenstrange wurden als
Textdatei exportiert. Die gesamten Sequenzen und die Simulation des DNA-Origami Rechtecks
wurden anschlielend exportiert und flir Stabilitdtsanalysen mittels der online-Plattform
CanDo genutzt (Abb. 33 B) [66, 67]. AnschlieRend wurden 6 kurze Gegenstrangsequenzen
selektiert, die an der Bodenplatte der DNA-Origami Konstrukte mit Biotin modifiziert werden
sollten (Abb. 33 A und 33 C). Des Weiteren wurden an der Oberseite des DNA-Origami
Konstruktes jeweils 4 Sequenzen selektiert, die terminal mit Cyaninfarbstoffen bzw. TCO
modifiziert werden sollten, um Modifikationsabstdande von 18 nm, 9 nm, 6 nm und 3 nm zu
generieren (Abb. 33 A und 33 C). Hiermit wurden 4 identische DNA-Origami Rechtecke in den

zuvor erwdhnten Dimensionen gestaltet, die jeweils 4 Cyaninfarbtoffe bzw. TCO-
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Modifikationen in einer Distanz von 18 nm, 9 nm, 6 nm oder 3 nm an der Oberseite des
Konstruktes tragen. Die jeweils selektierten Sequenzen wurden anschlieBend mit der
jeweiligen Modifikation kommerziell erworben. Alle weiteren Sequenzen wurden

unmodifiziert erworben.
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Abbildung 33: Gestaltung und Stabilitdtssimulation des konstruierten DNA-Origami Rechtecks. A) Ansicht aus
dem Computerprogramm caDNAno 2.2.0, das hier die nétigen kurzen unmodifizierten Oligosequenzen
(schwarz), die notigen jeweils modifizierten kurzen Oligosequenzen (farblich markiert wie in C), sowie den
einzelstrangigen Gerilststrang p7560 (blau) zeigt. B) Ansicht nach der Stabilitdtssimulation des gestalteten DNA-
Origami Rechtecks mit der frei verfligbaren Plattform CanDO. Die Schwankungen des Konstruktes in Nanometer
sind farblich gekennzeichnet und reichen laut dieser Simulation von + 0,2 nm (blau) bis maximal £ 0,6 nm (rot).
Die Dimensionen des gestalteten DNA-Origami Konstruktes sind an den jeweiligen Seiten des Konstruktes
beschrieben. C) Ubersicht der modifizierten Positionen der Bodenplatte und der Oberseite im gestalteten DNA-
Origami Rechteck. In griin sind dabei die biotinylierten Oligos an der Unterseite des DNA-Origami Rechtecks
markiert, sowie die jeweiligen Positionen der Cy5 / TCO modifizierten Oligosequenzen der jeweiligen Oberseite
DNA-Origami Rechtecke im Abstand von 18 nm (rot), 9 nm (ockergelb), 6 nm (magenta) und 3 nm (cyan). Die
Position der biotinylierten Oligonukleotidsequenzen an der Bodenplatte ist fiir alle distanzabhangigen DNA-
Origami Konstrukte identisch.

Fiir das so gestaltete DNA-Origami Konstrukt wurden anschlieBend die optimalen
Pufferbedingungen gesucht. Dabei wurden vor allem diverse Salzkonzentrationen von NaCl,
MgCl,, diverse pH-Werte, sowie diverse zeitlich verschiedene Temperaturgradienten
analysiert und die Erfolgsquote der korrekten Hybridisierung mithilfe von 1,5 % Agarosegelen
im Hinblick auf eine klar definierte DNA-Bande abgeschatzt. Es stellte sich heraus, dass die
Hybridisierung unter einem linearen Temperaturgradienten von 90 °C auf 4 °C mit — 1 °C/min
in einem Hybridisierungspuffer aus 5 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 5 mM
Natriumchlorid (NaCl), 1 mM Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) und 12 mM

Magnesiumchlorid (MgCl;) bei einem pH-Wert von ~ 8,3 eine klare DNA-Bande der DNA-
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Origami Probe zeigte, die leicht unterhalb der Referenzprobe des reinen Geriststranges
p7560 lauft, sowie eine weitere leicht verschmierte Bande, die etwas oberhalb der klaren
Bande zu erkennen ist. Dies ist auch in Abbildung 34 zu erkennen. Beide Banden wurden
daraufhin aus dem Agarosegel ausgeschnitten und extrahiert. Die aufgereinigten extrahierten
DNA-Origami Proben der beiden Banden wurden anschliefend zur Qualitatskontrolle mit
einem Elektronenmikroskop analysiert. Es zeigte sich, dass die klare DNA-Bande vorwiegend
korrekt gefaltete DNA-Origami Rechtecke, simulierter Dimensionen, aufweist, wahrend die
verschmierte Bande lUberwiegend groRere Konstrukte diverser Formen aufwies. Dies ist in

Abbildung 34 dargestellt.

Abbildung 34: Aufreinigung und Qualitdtskontrolle der DNA-Origami Konstrukte. A) Analyse der klaren Bande
der 18 nm DNA-Origami Probe im 1,5 % Agarosegel. Als Referenzproben wurde hier der Geriststrang (p7560),
sowie alle kurzen Gegenstrange (modifiziert und unmodifiziert) verwendet. Die ausgeschnittene klare Bande, die
mittels Elektronenmikroskopie analysiert wurde, ist hier rot umrandet. Die jeweiligen elektronenmikroskopische
Aufnahmen sind rechts daneben abgebildet. B) Analyse der oberen verschmierten Bande der 18 nm DNA-Origami
Probe (rote Umrandung), sowie die jeweiligen elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Die MaRstabsleiste
betragt jeweils 100 nm.

Alle DNA-Origami Proben mit verschiedener Farbstoffabstinde wurden unter den selben
Bedingungen hybridisiert, aufgereinigt und extrahiert. Flr jede Messreihe bzw. Messtag
wurden die DNA-Origami Konstrukte jeweils am selben Tag hybridisiert, aufgereinigt und fir

die jeweiligen Messungen auf gereinigten praparierten GlaRoberflachen immobilisiert.
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4.3.2 Einzelmolekiilanalysen der DNA-Origami Konstrukte

Im folgendem wurden die DNA-Origami Konstrukte mit unterschiedlichen Farbstoffabstanden
sowohl im Weitfeld mittels der Methoden dSTORM und DNA-PAINT, als auch konfokal im
Hinblick auf den zeitlichen Intensitatsverlauf der Emission der Emitter, den
Photonenkoinzidenzen und den Fluoreszenzlebenszeiten analysiert. Als Referenzstruktur
wurde ein DNA-Origami Rechteck hergestellt, das anstelle von vier Cy5 Emitter im Abstand
von 18 nm nur einen Cy5 Farbstoff trug und die restlichen Cy5 modifizierten Oligosequenzen
durch unmodifizierte Sequenzen ersetzt wurden. Analysen der dSTORM Aufnahmen zeigten,
dass der Farbstoffabstand wvon ~ 18 nm mit dieser Methode der
Einzelmolekillokalisationsmikroskopie sehr gut aufzulésen ist. Hierbei konnten
Interfluorophordistanzen von ~ 19,3 nm + 2,9 nm gemessen werden. Eine Auflésung der
Farbstoffabstanden ab ~ 9 nm ist mit dieser Methode nicht mehr moglich, da die
Lokalisationswolken deutlich (berlappen. Des Weiteren zeigte sich bei den
Farbstoffabstanden von ~ 18 nm, dass nur ein geringer Teil der hergestellten DNA-Origami
Rechtecke jeweils vier Cy5 Farbstoffe tragt, wohingegen oftmals nur drei oder zwei Emitter zu
erkennen waren bzw. lokalisiert werden konnten. In Abbildung 35 ist das Spektrum der
lokalisierten Emitter der diversen DNA-Origami Rechtecke, gemessen unter der

Mikroskopiemethode dSTORM, dargestellt.

Ref.

18 nm

9 nm

6 nm

3 nm

Abbildung 35: dSTORM Rekonstruktion der DNA-Origami Rechtecke diverser Farbstoffabstinde. Darstellung
der rekonstruierten dSTORM Aufnahmen der hergestellten DNA-Origami Rechtecke, die im Abstand von ~ 18
nm, ~ 9 nm,~ 6 nmund ~ 3 nm jeweils mit vier Cy5 modifizierte Oligonukleotidsequenzen hybridisiert sind, sowie
dessen Referenzstruktur, die nur mit einer Cy5 modifizierten Oligonukleotidsequenz hybridisiert ist. Die
Messungen wurden in 100 mM MEA-haltigen Puffer (pH 7,4) bei einer Belichtungszeit von 5 ms und einer
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Anregungsleistung von ~ 5 kW/cm? bei 641 nm im EPI Ausleuchtungsmodus durchgefiihrt. Fiir die Rekonstruktion
wurden jeweils drei Einzelbilder mittels Image) aufsummiert und dieser Film (Integrationszeit pro Einzelbild 15
ms) mittels ThunderSTORM rekonstruiert. Die Malstabsleiste betragt 30 nm.

Wahrend die rekonstuierten Daten der DNA-Origami Rechtecke mit vier Cy5 Farbstoffen im
Abstand von 3 nm relativ groRe Lokalisationsverteilungen zeigten, zeigte die Referenz, die nur
einen Cy5 Fluoreszenzfarbstoff tragt, deutlich kleinere Lokalisationswolken. Alle DNA-Origami
Aufnahmen unter dSTORM Bedingungen wurden dabei mit 5 ms (200 Hz) Integrationszeit im
Belichtungsmodus EPI aufgenommen. Fiir die Analyse der DNA-Origami Rechtecke in
Abbildung 35 wurden dabei mittels ImageJ jeweils 3 Einzelbilder der jeweiligen Aufnahmen
zusammengefligt, sodass ein Einzelbild der jeweiligen Aufnahmen eine Integrationszeit von
15 ms (66,67 Hz) aufwies. Als weitere Analyse wurden die dSTORM Aufnahmen der diversen
DNA-Origami Konstrukte im Hinblick auf die Fluoreszenzzeit (tan), die nicht fluoreszierende
Zeit (taus), die Intensitdt (lan) und die Anzahl der Blinkereignisse jeweils aller Emitter eines
jeweiligen DNA-Origami Rechteckes analysiert. Hierbei wurden die Aufnahmen mit einer
Integrationszeit von 5 ms (200 Hz) mittels rapidSTORM und der Ausgabeoption “track
emission”, zur zeitlichen Verfolgung einzelner Lokalisationen, ausgewertet und untersucht. In
Abbildung 36 und Tabelle 5 sind die Ergebnisse dieser Analyse als Mittelwert aus jeweils drei
dSTORM Aufnahmen der jeweiligen DNA-Origami Konstrukte aufgefiihrt. Hierbei wurden alle
Aufnahmen auf die jeweilige Dichte der rekonstruierten Emitter bzw. DNA-Origami Rechtecke
und anschlieRend, zur Veranschaulichung, auf ihren jeweiligen maximalen Wert normiert.
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Abbildung 36: Zeitliche Analyse der Emitterfluoreszenz der DNA-Origami Rechtecke unter dSTORM
Bedingungen. Die vier Graphen zeigen von links nach rechts die relativen Haufigkeit der Fluoreszenzzeit, der Zeit
im nicht — fluoreszierendem Zustand, der Emissionsintensitdt und der Blinkhaufigkeit der Emitter eines DNA-
Origami Rechtecks unterschiedlicher Farbstoffabstande. Die jeweiligen Farbstoffabstande sind dabei farblich
gekennzeichnet. Die Klasseneinteilung der Anzeiten, Auszeiten, Intensitdten und der Blinkereignisse betragt 5
ms, 1's, 10 Photonen/ms bzw. 10 Ereignisse.

Tabelle 5: Zeitliche Analyse der Emitterfluoreszenzsignale mehrfach markierter DNA-Origami Rechtecke
unterschielicher Abstinde. Die Analyse erfolgte mit einem Beobachtungsradiusparameter von ~ 100 nm im
Hinblick auf die jeweilige Fluoreszenzintensitat der detektierten Emitter (lan) in Photonen/ms, der jeweiligen
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Detektionszeit des Signals (tan) in ms, der Zeit zwischen den jeweiligen Lokalisationsereignissen der Emitter im
Beobachtungsradius (taus) in Sekunden (s) und die jeweiligen Blinkereignisse einzelner Emitter im
Beobachtungsradius. Die jeweiligen Messungen wurden bei einer Integrationszeit von 5 ms (200 Hz) firr jeweils
10 Minuten mit einer Anregungsleistung von ~ 5 kW/cm? bei 641 nm in PBS Puffer mit 100 mM MEA (pH 7,4).
Die jeweiligen analysierten Daten wurden dabei histogrammiert (Abb. 36) und die jeweiligen durchschnittlichen
Parameter mit ihrer Standardabweichung (SA) aufgelistet.

Proben

Tan (Ms) Taus (s) lan (Photonen/ms) Blinkereignisse
Mittelwert Median Mittelwert Median Mittelwert Median Mittelwert Median
Referenz 16,0 8,1 14,8 18,0+ 17,9 12,9 77,2+14,8 73,2 32,2+29,4 23
18 nm 13,0+6,1 11,6 7,4+%9,2 4,8 71,1+9,1 69,6 120,3+91,2 103
9nm 12,6 +5,5 11,4 7,7+12,2 4,8 71,5+8,4 70,1 123,7 + 82,6 101
6nm 15,7+9,8 13,3 3,4%+4,6 2,0 81,1+15,7 78,9 294,2 +288,2 216
3nm 22,8+32,8 14 6,4+8,7 3,4 81,1+19,8 77,3 93,1+108,4 62

Hierbei zeigt sich, dass sowohl die DNA-Origami Referenzkonstrukte, als auch die
Farbstoffabstande 18 nm — 3 nm mit ~ 70 — 79 Photonen / ms (Median) eine relativ ahnliche
Fluoreszenzintensitat aufweisen, wobei die Cy5 Farbstoffe im Abstand von 3 nm und 6 nm
eine etwas breitere Verteilung zu héheren Intensitdten aufweisen (Abb. 36). Dies zeigten
ebenso im Ansatz die Referenzkonstrukte, allerdings nicht in der Breite wie die Abstande 6 nm
und 3 nm. Die Zeit, die die Emitter im fluoreszierenden detektionsfahigen Zustand verweilen
ist dabei mit ~ 12,6 ms * 55 ms (SA) — ~ 16,0 ms * 8,1 ms (SA) sowohl bei den
Fluorophorabstianden 18 nm, 9 nm und 6 nm, also auf beim Referenzkonstrukt, sehr dhnlich.
Lediglich der Anzustand der Emitter der 3 nm DNA-Origami Konstrukte ist mit ~ 22,8 ms +32,8
ms (SA) hoher. Im Bezug auf die breitere Verteilung der Anzustande des 3 nm DNA-Origami
Konstruktes aber dennoch ahnlich zur Referenzstruktur und den restlichen DNA-Origami
Konstrukten. Der Auszustand des Emitters am DNA-Origami Referenzkonstrukt ist mit ~ 18,0
s+ 17,9 s (SA) (Median: ~ 12,9 s) am langsten, wobei sich hier eine sehr breite Verteilung der
Auszeiten der Referenzstrukturen zeigt (Abb. 36). Im Vergleich dazu liegt die Auszeit der 18
nmund 9 nmmit~7,4s+9,2s (SA) (Median: ~ 4,8 s) bzw. ~ 7,7s £ 12,2 s (SA) (Median: ~ 4,8)
ungefahr 2,4 — 2,7-fach niedriger. Die Auszeit der 6 nm DNA-Origami Konstrukte ist mit ~ 3,4
s + 4,6 s (SA) (Median: ~ 2 s) am niedrigsten. Diese Zeit steigt fiir die 3 nm DNA-Origami
Konstrukte auf ~ 6,4 s + 8,7 s (SA) (Median: ~ 3,4 s) an und liegt damit bei dhnlichen
Mittelwerten wie die DNA-Origami Konstrukte mit 18 nm und 9 nm Farbstoffabstande. In
Abbildung 36 ist dieser Unterschied der Auszeit deutlicher zu sehen als in Tabelle 5. Hierbei ist

zu erkennen, dass die DNA-Origami Referenzkonstrukte eine sehr breite Verteilung der
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Auszeiten besitzt, wohingegen die Zeit der Auszustande der Emitter fir 18 nm und 9 nm im
Vergleich dazu erniedrigt ist und auf relativ ahnliche Werte im Maximum abnimmt. Die Zeit
der Auszustande der Emitter sinkt fir Farbstoffdistanzen von 6 nm und 3 nm weiter ab und
liegt dabei fir die 3 nm DNA-Origami Konstrukte im Maximum sehr nahe am Wert 0. Dies ist
in der Tabelle mit der Verteilung der Mittelwerte nicht zu erkennen (Tab. 5). Ahnlich verhilt
es sich mit den Blinkereignissen der Emitter an den DNA-Origami Konstrukten. Dort weist die
Referenzstruktur mit einem Mittelwert von ~ 32,2 + 29,4 (SA) (Median: ~ 23) den geringsten
Wert auf. Die 18 nm und 9nm DNA-Origami Konstrukte weisen mit ~ 120,3 + 91,2 (SA)
(Median: ~ 103) bzw. ~ 123,7 +82,6 (SA) (Median: ~ 101) dhnliche Werte untereinander auf,
der ~ 3,75 — 4,5-fach hoher liegt als der Wert der Blinkereignisse der Referenzstrukturen. Die
6nm DNA-Origami Konstrukte weisen eine sehr breite Verteilung der Blinkereignisse auf. Dort
liegt der Mittelwert der Blinkereignisse bei ~ 294,2 + 288,2 (SA) (Median: ~ 216) und weist
damit die héchste Anzahl an Blinkereignissen pro 4-fach markiertem DNA-Origami Rechteck
auf (Abb. 36). Die Anzahl an Blinkereignissen fallt bei den 3 nm DNA-Origami Konstrukten auf
~ 93,1 + 108,4 (SA) (Median: ~ 62) stark ab und liegt dabei zwischen den Werten der
Blinkereignisse der DNA-Origami Referenzstrukturen und den Farbstoffabstanden 18 nm und
9 nm. Betrachtet man, erganzend dazu, die Fluoreszenzintensitat einzelner Fluoreszenzpunkte
der Rohaufnahme Uber die Zeit, die unter dSTORM-Bedingungen im Weitfeld gemessen
wurden, fallt auf, dass die DNA-Origami Konstrukte mit einem Farbstoffabstand von 18 nm
und 9 nm im Vergleich zur DNA-Origami Referenzstruktur, die nur einen Cy5 Farbstoff tragt,
deutlich mehr Blinkereignisse Uber die gesamte Aufnahmezeit aufweisen. Der zeitliche
Intensitatsverlauf der DNA-Origami Referenzkonstrukte, zeigt dabei ein charakteristisches
Blinkverhalten eines einzelnen Farbstoffes unter dSTORM-Bedingungen. Ahnlich verhilt es
sich mit dem DNA-Origami Konstrukt, dass einen Farbstoffabstand von 6 nm aufweist.
Daneben zeigt dieser Farbstoffabstand beim Betrachten der zeitlichen Fluoreszenzintensitat
haufigere Blinkereignisse als die Referenzstruktur. Jedoch ist auffallig, dass vor allem zu Beginn
der Aufnahme vereinzelt ein schnelles “Flackern” der Fluoreszenzintensitat bei diesem
Farbstoffabstand beobachtet werden konnte. Diese Fluoreszenzpunkte zeigen in den
Rohaufnahmen nach erfolgtem “Flackern” nur noch vereinzelt ein Blinkverhalten bzw. kommt
es nicht zu weiteren haufigen Blinkereignissen wahrend der restlichen Aufnahmezeit. Das
Blinkverhalten dieser Konstrukte ist dann dhnlich zu dem Blinkverhalten der DNA-Origami

Referenzstrukture. Dies ist auch teilweise in der Analyse des zeitlichen
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Fluoreszenzintensitatsverhaltens zu beobachten, was in Abbildung 37 aufgefiihrt ist. Dieses
Verhalten des “Flackern” der Fluoreszenzintensitat ist bei einem Farbstoffabstand von 3 nm
vorwiegend zu beobachten und nur selten kommt es zu einem Auftreten vereinzelter
Blinkereignisse der Emitter. In Abbildung 37 st ein Spektrum des zeitlichen
Fluoreszenzverhaltens aller gemessenen DNA-Origami Konstrukte aufgefiihrt, die unter

dSTORM Bedingungen im Weitfeld gemessen wurden.
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Abbildung 37: Zeitliche Intensititstrajektoren der dSTORM-Aufnahmen im Weitfeld. Darstellung des
Fluoreszenzsignals einzelner DNA-Origami Konstrukte gemessen im Weitfeld unter dSTORM-Bedingungen im EPI
Belichtungsmodus bei 641 nm mit einer Anregungsleistung von ~ 5 kW/cm? fiir 10 min und einer Integrationszeit
von 5 ms. Die jeweiligen Werte der Intensitdten beziehen sich auf das Signal pro Einzelbild der Aufnahme
(Klasseneinteilung 5ms), diese sind in Photonen aufgetragen und die jeweiligen DNA-Origami Konstrukte mit
diversen Farbstoffabstéanden sind farblich gekennzeichnet. Die Intensitatstrajektoren wurden mit ImageJ und der
zeitlichen Verfolgung des Intensitatssignals einzelner Pixel der Rohaufnahme erstellt. Die vergroBerten
Ausschnitte in den Intensitatstrajektoren der DNA-Origami Konstrukte mit einem Farbstoffabstand von 6 nm und
3 nm zeigen das Intensitdtsverhalten des “Flackern” zu Beginn der jeweiligen Messung.
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Des Weiteren ist zu beobachten, dass die Fluoreszenzintensititen pro Einzelbild
(Integrationszeit 5 ms) der Aufnahme der Referenz-, der 18 nm - und der 9 nm - Probe, bis auf
einzelne AusreiRer, ein dhnliches bzw. vergleichbares Intensitatsniveau besitzen. Im Vergleich
dazu gibt es bei den DNA-Origami Proben mit 6 nm bzw. 3 nm Farbstoffabstand starke
Abweichungen in der Fluoreszenzintensitat, wobei die Fluoreszenzintensitdt der
Blinkereignisse der 6 nm DNA-Origami Probe hoher liegt als bei den
Fluoreszenzintensitatstrajektoren der restlichen DNA-Origami Konstrukte. Die 3 nm DNA-
Origami Proben zeigen dahingegen ein eher etwas niedrigeres
Fluoreszenzintensitatsverhalten der Blinkereignisse bzw. ein dhnliches Intensitatsniveau wie
die Referenz-, 18 nm - und 9 nm - Probe. Auffallig ist, dass bei einem “Flackern” der
Fluoreszenzintensitat zu Beginn der Messung, was vor allem bei den DNA-Origami Strukturen
mit einem Farbstoffabstand von 3 nm auftritt, das Fluoreszenzsignal wesentlich hoher liegt als
die Intensitaten der Blinkereignisse wahrend der restlichen Aufnahme des Konstruktes und
haufig auch dort die héchsten Intensitatssignale aller Intensitatstrajektoren der DNA-Origami
erreicht werden. Im Vergleich zu den Aufnahmen der dSTORM-Methode wurden DNA-PAINT
Messungen von Mara Meub durchgefiihrt. Dazu wurden DNA-Origami Strukturen mit den
selben Modifikationsabstanden hergestellt, wobei hier keine Farbstoff modifizierten
Gegenstrange fiir die Hybridisierung des DNA-Origami Rechtecks verwendet wurden, sondern
anstelle der Farbstoffmodifikation eine Oligosequenz via TCO-Tet Klick-Chemie als
Andockstelle fir die mit Farbstoff modifizierten DNA-PAINT Gegenstrange eingebracht wurde.
Als Gegenstrange fir diese DNA-PAINT tauglichen DNA-Origami Konstrukte wurden 5 - Cy3B
modifizierte Gegenstrange zu den am DNA-Origami angebrachten Andockstrangen benutzt (5
- 3": Cy3B — CTA GAT GTA T) (biomers.net GmbH). Alle DNA-PAINT Messungen mit den DNA-
Origami Konstrukten wurden bei einer Integrationszeit von 100 ms bei einer
Anregungsleistung von ~1 kW/cm? bei 568 nm im TIRF-Belichtungsmodus fir 30 min
durchgefiihrt. Die Konzentration des Farbstoff gekoppelten Gegenstranges betrug ~ 5 nM in
PBS mit 10 mM MgCl,. Ein Spektrum der rekonstruierten DNA-Origami Strukturen diverser
Andockstrangabstande ist in Abbildung 38 aufgefiihrt. Dabei ist zu erkennen, dass die
Referenzstrukturen jeweils nur einen Fluoreszenzpunkt zeigen, wahrend sowohl bei einem
Abstand der Andockstrange von 18 nm und 9 nm, als auch beim 6 nm teilweise bis zu vier
rekonstruierte Fluoreszenzpunkte zu erkennen sind. Diese vier Fluoreszenzpunkte sind bei

einem Abstand von 18 nm klar trennbar. Wahrend bei einem Abstand von 9 nm vier
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rekonstruierte  Fluoreszenzpunkte noch zu erkennen sind, sind bei einem
Andockstrangabstand ab 6 nm diese Fluoreszenzpunkte nicht mehr zu unterscheiden und
verschwimmen teilweise stark ineinander. Hierbei konnten Interfluorophordistanzen von
~20,7 nm = 3,4 nm (18 nm DNA-Origami) bzw. ~ 13,0 nm = 2,4 nm (9 nm DNA-Origami)
bestimmt werden. Auffillig ist, dass wie bei der Lokalisationsmikroskopiemethode dSTORM,
auch mittels DNA-PAINT Uberwiegend weniger als vier Fluoreszenzpunkte rekonstruiert
werden konnen bzw. erkennbar sind. Die Mehrzahl der rekonstruierten Aufnahmen der DNA-

Origami Strukturen bestehen nur aus zwei oder drei Fluoreszenzpunkten.

Ref.

18 nm

9 nm

6 nm

3 nm

Abbildung 38: Rekonstruktion der mittels DNA-PAINT gemessenen DNA-Origami Rechtecke. Darstellung der
rekonstruierten DNA-PAINT Aufnahmen der hergestellten DNA-Origami Rechtecke, die im Abstand von 18 nm, 9
nm, 6 nm und 3 nm jeweils mit 4 Andocksequenzen hybridisiert sind, sowie dessen Referenzstruktur, die nur mit
einer Andockstelle hybridisiert ist. Die Messungen wurden in PBS mit 10 mM MgCl> (pH 7,4) bei einer
Belichtungszeit von 100 ms und einer Anregungsleistung von ~ 1 kW/cm? bei 568 nm im TiRF
Ausleuchtungsmodus durchgefiihrt. Die Rekonstruktion dieser Aufnahmen wurde mittels ThunderSTORM
durchgefiihrt. Die Malstabsleiste betragt 30 nm.

Als weitere Analyse wurden diese Aufnahmen im Hinblick auf die Fluoreszenzzeit (tan), die
nicht fluoreszierende Zeit (taus), die Intensitdt (lan) und die Anzahl der DNA-PAINT
Bindeereignisse jeweils aller Emitter eines jeweiligen DNA-Origami Rechteckes analysiert.
Hierbei wurden die Aufnahmen mittels rapidSTORM und der Ausgabeoption “track emission”
mit einem Beobachtungsradius von ~ 100 nm, zur zeitlichen Verfolgung einzelner
Lokalisationen, ausgewertet und untersucht. In Abbildung 39 und Tabelle 6 sind die Ergebnisse

dieser Analyse als Mittelwert der jeweiligen halbstlindlichen Aufnahme der jeweiligen DNA-
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Origami Konstrukte aufgefiihrt. Hierbei wurden die Aufnahmen auf ihre jeweilige Dichte der

rekonstruierten Emitter bzw. DNA-Origami Rechtecke und anschlieBend, zur

Veranschaulichung, auf ihren jeweiligen maximalen Wert normiert.
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Abbildung 39: Zeitliche Analyse des Fluoreszenzverhaltens der Bindeereignisse der DNA-Origami Strukturen
mittels DNA-PAINT. Darstellung der relativen Haufigkeit der Fluoreszenzzeit (links), der Zeit zwischen den
Bindeereingissen (zweites von links), der Emissionsintensitat (zweites von rechts) und der Bindehaufigkeit
(rechts) der DNA-PAINT Messungen der DNA-Origami Rechtecke diverser Andockstrangabstande. Die jeweiligen
Abstdande sind dabei farblich gekennzeichnet. Die Klasseneinteilung der Anzeiten, Auszeiten, Intensitdten und
der Bindeereignisse betrdgt 5 ms, 1 s, 10 Photonen/ms bzw. 10 Ereignisse.

Tabelle 6: Zeitliche Analyse der Bindeereignisse mehrfach markierter DNA-Origami Rechtecke diverser
Andockstrangabstdnde. Alle Analysen erfoglten in einem Beobachtungsradiusparameter von ~ 100 nm in Bezug
auf die jeweilige Fluoreszenzintensitdt wahrend der Bindeereignisse (lan) in Photonen/ms, der jeweiligen
Detektionszeit des Signals bzw. Bindezeit (tan) in ms, der Zeit zwischen den jeweiligen Lokalisationsereignissen
der Emitter im Beobachtungsradius (taus) in Sekunden (s). Die jeweiligen Messungen wurden bei einer
Integrationszeit von 100 ms (10 Hz) fiir jeweils 30 Minuten mit einer Anregungsleistung von ~ 1 kW/cm? bei 568
nm in PBS Puffer mit 10 mM MgCl: (pH 7,4). Die jeweiligen analysierten Daten wurden dabei histogrammiert
(Abb. 39) und die jeweiligen durchschnittlichen Parameter mit ihrer Standardabweichung (SA) aufgelistet.

Proben

Tan (ms) Taus (s) lan (Photonen/ms) Blinkereignisse
Mittelwert Median Mittelwert Median Mittelwert Median Mittelwert Median
Referenz 196,6 + 35,7 189 46,5 + 16,3 43,2 80,7+7,7 80,5 38,7+12,9 39
18 nm 186,2 +11,1 181 31,1+11,1 29 79,8+6,7 79,7 59,0 +21,0 58
9nm 170,9 + 22,9 166 25,2+9,5 23,1 90,1+6,7 90,0 74,2 +24,3 75
6nm 169,8 + 29,9 165 25,9+9,3 23,9 86,8+6,3 86,7 71,3+23,8 72
3nm 172,3 20,9 168 23,9+9,2 22,1 88,3%6,5 88,3 77,8 +25,7 78

Dabei ist zu erkennen, dass die Referenzstruktur, mit nur einer Andockstelle fiir den DNA-
PAINT Belichtungsstrang, sowohl mit ~ 38,7 + 12,9 (SA) Bindeereignissen (Median: ~ 39
Ereignisse) den niedrigsten Wert, also auch mit ~ 46,5 s + 16,3 s (SA) (Median: ~ 43,2 s) den
hochsten Wert der Auszeiten aller DNA-Origami Aufnahmen mittels DNA-PAINT aufweist. Die
Werte der Bindeereignisse der DNA-Origami Konstrukte mit den Abstanden 9 nm, 6 nm und 3

nm sind dabei mit ~ 74,2 + 24,3 (SA) Bindeereignissen (Median: ~ 75 Bindeereingisse), ~ 71,3
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+ 23,8 (SA) Bindeereignissen (Median: ~ 72 Bindeereingisse) und ~ 77,8 + 25,7 (SA)
Bindeereignissen (Median: ~ 78 Bindeereingisse) nahezu gleich und liegen damit ca. 2-fach
hoher als die Bindeereignisse der DNA-Origami Referenzstrktur. Die 18 nm DNA-
Origamistruktur weicht in der Hinsicht der Bindeereignisse etwas von der Anzahl der
Bindeereignisse der restlichen DNA-Origami Abstdnden ab. Dort liegt die Anzahl der
Bindeereignisse mit ~ 59,0 + 21,0 (SA) Bindeereignissen (Median: ~ 58 Bindeereingisse) etwas
niedriger und damit nur ~ 1,5-fach héher als die Anzahl der Bindeereignisse des DNA-Origami
Referenzkonstruktes. In Abbildung 39 ist auch zu erkennen, dass die Verteilung der
Bindeereignisse der 18 nm DNA-Origamistruktur geringfligig zu niedrigeren Werten
verschoben ist und damit leicht zwischen den Histogrammen der Referenzstruktur und der
restlichen DNA-Origami Konstrukte mit den Abstdnden 9 nm, 6 nm und 3 nm liegt. Ahnlich
verhidlt es sich mit den Auszeiten bzw. den Zeiten zwischen den Bindeereignissen des Cy3B-
Belichtungsstranges. Hier sind die Werte der 9 nm, 6 nm und 3 nm DNA-Origami Konstrukte
mit ~ 25,2 s £ 9,5 s (SA) (Median: ~ 23,1 s), ~ 25,9 s + 9,3 s (SA) (Median: ~ 23,9 s) bzw. ~ 23,9
s+ 9,2 s (SA) (Median: ~ 22,1 s) ebenso nahezu identisch und liegen damit ~ 2-fach niedriger
als die Werte der Referenzstruktur. Die DNA-Origami Struktur mit den Abstdnden 18 nm liegt
hier wiederrum mit ~ 31,1 s + 11,1 s (SA) (Median: ~ 29,0 s) etwas hdher und damit nur ~ 1,5-
fach niedriger als die entsprechende Werte der Referenzstruktur. Ebenso ist zu erkennen, dass
das entsprechende Histogramm der Zeiten zwischen den Bindeereignissen der 18 nm DNA-
Origami Strukturen im Vergleich zu den Verteilungen der lbrigen DNA-Origami Konstrukte
unterschiedlicher Farbstoffabstdande, leicht rechtsverschoben ist (Abb. 39). Dabei sind bei den
DNA-PAINT Messungen aller DNA-Origami Konstrukte unterschiedlicher Abstande die
Intensitaten nahezu identisch und zeigen keine grofen Abweichungen. Diese liegen im Bereich
von ~ 79,8 Ph/ms = 6,7 Ph/ms (SA) (Median: ~ 79,7 Ph/ms), fir das 18 nm DNA-Origami
Konstrukt, bis ~ 90,1 Ph/ms * 6,7 Ph/ms (SA) (Median: ~ 90,0 Ph/ms), fiir das DNA-Origami
Konstrukt mit 9 nm Abstanden. Ebenso verhdlt es sich mit der Bindezeit der
Belichtungsstrange, die mit Cy3B markiert sind. Diesbezlglich gibt es zwischen den
verschiedenen DNA-Origami Aufnahmen nur geringfligige Abweichungen. Die Werte der
Bindezeiten reichen von ~ 169,8 ms + 29,9 ms (SA) (Median: ~ 165 ms), fiir das 6 nm DNA-
Origami Konstrukt, bis maximal ~ 196,6 ms * 35,7 ms (SA) (Median: ~ 189 ms), fiir das DNA-
Origami Referenzkonstrukt. Betrachtet man die beiden Lokalisationsmikroskopiemethoden

dSTORM und DNA-PAINT im Hinblick auf ihre Signaleinfangzeiten und die maximale Anzahl an
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eingefangenen Photonen, dann ist zu erkennen, dass mit der Methode DNA-PAINT Photonen
Uber eine wesentlich langere Zeitdauer eingefangen werden koénnen und eine hohere
Lokalisationsgenauigkeit, sowie Auflésung erreicht werden kann. Dies ist in Abbildung 40

dargestellt.
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Abbildung 40: Lokalisationsgenauigkeit der Mikroskopiemethoden dSTORM und DNA-PAINT. A) Histogramm
der Lokalisationsgenauigkeit (Klassenbreite: 1 nm) der dSTORM — Aufnahme des 18 nm DNA-Origami Konstruktes
gemessen mit einer Integrationszeit von 5 ms in 100 mM MEA (pH 7,4) mit 50 mM MgCl. bei einer
Anregungsleistung von ~ 5 kW/cm? bei 641 nm im EPI Belichtungsmodus. Zur Berechnung wurden jeweils 3
Einzelbilder zusammengefasst, was eine Integrationszeit von 15 ms entspricht. B) DNA-PAINT Histogramm der
Lokalisationsgenauigkeit (Klassenbreite: 1 nm) errechnet aus den Aufnahmen des 18 nm DNA-Origami
Konstuktes gemessen in PBS und 10 mM MgCl2 mit 100 ms Integrationszeit unter ~ 1 kW/cm? Anregungsleistung
bei 568 nm. Die Daten der Variation der mithilfe einer Gaussfunktion angepassten Punktspreizfunktion wurden
mithilfe von rapidSTORM und der Ausgabeoption “FreeFit” zwischen 200 nm und 800 nm in x und y bestimmt.
Die Lokalisationsgenauigkeit beider Methoden wurde aus diesen Daten nach MORTENSEN errechnet [51].

Dabei wurde fiir die dSTORM Daten des DNA-Origami Konstruktes mit 18 nm Farbstoffabstand
eine Lokalisationsgenauigkeit in x und y von ~ 8,5 nm + 2,0 nm (SA) bzw. ~ 8,2 nm + 2,1 nm
(SA) errechnet. Im Vergleich dazu wurde aus den Daten des 18 nm DNA-Origami Konstruktes
der DNA-PAINT Messungen eine Lokalisationsgenauigkeit in x- und y-Richtung von ~ 3,3 nm +

1,0 nm (SA) bzw. ~ 3,4 nm + 0,9 nm (SA) errechnet.

Zur weiteren Analyse und einem genaueren Verstandnis der photophysikalischen Vorgange
wurden die mit Cy5 Farbstoff modifizierten DNA-Origami Konstrukte, wie in Abschnitt 4.2.2,
durch Aufnahmen von Intensitatstrajektoren an einem konfokalen Mikroskopaufbau, bei dem
die Anregungsquelle mit Einzelphotonen-sensitiven Detektoren synchronisiert ist, genauer
betrachtet. Hierzu wurde durch Abrastern eines Bereiches einer Einzelmolekiiloberflache der
Cy5 gekoppelten DNA-Origami Strukturen diverser Abstiande einzelne Fluoreszenzpunkte
ausgewahlt und in einer Fluoreszenzlebenszeitbestimmungskonfiguration die Intensitatsspur
des jeweiligen DNA-Origami in Photoschaltpuffer fir 5 Minuten gemessen. Des Weiteren

wurden unter diesen Bedingungen Intensitatstrajektoren der jeweiligen DNA-Origami
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Konstrukte aufgenommen, wobei hier die Detektoren synchronisiert wurden. Ein Uberblick

Uber die jeweiligen Messergebnisse ist in Abbildung 41 dargestellt und die Werte der

jeweiligen Fluoreszenzlebenszeiten sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.
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Abbildung 41: Intensitatstrajektoren konfokaler Messungen, sowie die daraus berechneten
Fluoreszenzlebenszeiten und Photonenkoinzidenzen. Darstellung der  konfokal gemessenen

Intensitatstrajektoren (Klasseneinteilung: 1 ms) der 4-fach Cy5 markierten DNA-Origami Konstrukte mit
Interfluorophordistanzen von 18 nm (rot), 9 nm (ockergelb), 6 nm (magenta) und 3 nm (cyan). In der oberen
Reihe sind die Intensitatstrajektoren dargestellt (Intensitdten in Hz), die mittlere Reihe zeigt das jeweilige
Photonenkoinzidenzhistogramm und die untere Reihe die jeweilige histogrammierte mittlere
amplitudengewichtete Fluoreszenzlebenszeit, errechnet aus den Intensitatssignalen der jeweiligen Trajektoren.
Das Histogramm der Fluoreszenzlebenszeiten wurde dabei aus 7 — 9 Trajektoren der jeweiligen DNA-Origami
Konstrukte ermittelt. Die Messungen wurden in 100 mM MEA + 50 mM MgCl; (pH 7,4) bei einer
Laserpulsrepetitionsrate von 19,5 MHz und einer Anregungsleistung von ~ 2,5 kW/cm? bei 640 nm fiir jeweils 5
Minuten druchgefiihrt.

Tabelle 7: Fluoreszenzlebenszeit mehrfach markierter DNA-Origami Konstrukte unterschiedlicher
Interfluorophordistanzen unter dSSTORM-Bedingungen. Die Fluoreszenzlebensdauern wurden aus 7 —9 konfokal
gemessenen Intensitatstrajektoren bestimmt. Alle Messungen wurden dabei in 100 mM MEA + 50 mM MgCl2
(pH 7,4) unter einer Anregungspulsrepetitionsrate von 19,5 MHz (51,3 ns) und einer Anregungsleistung von ~ 2,5
kW/cm? bei 640 nm druchgefiihrt. Die Abklingkurven der Fluoreszenzlebenszeit wurden mit dem Verfahren der
kleinsten Quadrate der Entfaltung bestimmt und die Qualitdt der Anndherung an die Ablkingfuntion tUber die
jeweilige reduzierte Residuenquadratsumme (x2 = 0,9 —1,1) beurteilt. Die Lebenszeiten wurden iiber die gesamte
Lange der Einzelaufnahmen (je 5 Minuten) bestimmt, dabei wurde Fluoreszenzlebenszeit des 18 nm DNA-
Origami mit einem monoexponentiellen Funktion angepasst und die Fluoreszenzlebenszeiten des 9 nm, 6 nm
und 3 nm DNA-Origami mit einer biexponentiellen Funktion angepasst, wobei die erste
Fluoreszenzlebenszeitkomponente auf 1,74 ns festgesetzt wurde. Die Kennzeichen A, bzw. tn beziehen sich auf
die jeweiligen Parameter (Amplitude (A), Lebensdauer () der entsprechenden
Fluoreszenzlebenszeitkomponente der mono- (1) bzw. biexponentiellen (1 und 2) Anpassung.
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Probe A1/t (ns) A2 / T2 (ns) g, Amplitude (NS)
18 nm 1,0/1,74+0,01 1,74 + 0,01
9nm 0,22/1,74 % - 0,78 /1,70 + 0,01 1,72 +0,01
6 nm 0,72 /1,74 £ - 0,28 /0,83 + 0,08 1,50 £ 0,07
3nm 0,50/1,74 % - 0,50 / 0,44 + 0,06 0,89 + 0,37

Dabei ist zu erkennen, dass die DNA-Origami Konstrukte mit einer Interfluorophordinstanz von
18 nm, 9 nm und 6 nm (ber die gesamte Aufnahmezeit viele Blinkereignisse zeigen, die
vergleichbar mit den dSTORM Intensitatstrajektoren im Weitfeld in Abbildung 37 sind. Die
Intensitdten sind dabei in den Aufnahmen &hnlich hoch bzw. vergleichbar. Starke
Abweichungen von diesem Verhalten zeigen Aufnahmen des DNA-Origami Konstruktes mit
einer Interfluorophordinstanz von 3 nm. Hier ist, dhnlich zu Abbildung 37, ein starkes
“Flackern” der Intensitat zu Beginn der Messung zu erkennen. Nach diesem Verhalten zeigen
sich nur noch vereinzelt Blinkereignisse. Die in Abbildung 41 gezeigen Trajektoren spiegeln
dabei representative Auswahlen an zeitlichen Intensitatsverlaufen bzw. Blinkcharakteristika
der diversen 4-fach Cy5 modifizierten DNA-Origami Konstrukte, wobei das 6 nm DNA-Origami
Konstukt vereinzelt auch ein “Flacker”-Verhalten zu Beginn der Messung zeigte (Abb. 42). Die
Photonenkoinzidenzen der DNA-Origami Aufnahmen zeigen fir 18 nm, 9 nm, 6 nm und 3 nm
mit ~ 0,04 £ 0,02, ~ 0,05 + 0,03, ~ 0,11 + 0,05 bzw. ~ 0,10 + 0,09 stets niedrige Werte. Diese
Werte wurden aus den Intensitdtstrajektoren unter synchronisierter Detektorenkonfiguration
errechnet. Die Fluoreszenzlebenszeit der Blinkspuren wurde unter der Konfiguration der
Synchronisation der Anregungspulse mit den Detektoren aufgenommen und aus der gesamte
Zeit der Aufnahme errechnet. Die Abklingkurve der Fluoreszenzlebenszeit des 18 nm DNA-
Origami Konstruktes wurde mit einer monoexponentiellen Funktion angepasst. Hierbei wurde
eine Fluoreszenzlebenszeit dieses Konstruktes von ~ 1,74 ns * 0,01 ns bestimmt. Die DNA-
Origami Konstrukte mit einer Interfluorophordistanz von 9 nm, 6 nm und 3 nm wurden mit
einer biexponentiellen Funktion angepasst und der Wert der ersten Lebenszeitkomponente
auf 1,74 ns (Lebenszeit 18 nm DNA-Origami) festgesetzt. Daraus ergaben sich Werte der
zweiten Komponente von ~ 1,70 ns + 0,01 ns (9 nm DNA-Origami), ~ 0,83 ns + 0,08 ns (6 nm
DNA-Origami) bzw. ~ 0,44 ns + 0,06 ns (3 nm DNA-Origami). Hierbei ist zu erkennen, dass mit
verringertem Abstand zwischen den Fluorophoren die jeweilige
Fluoreszenzlebenszeitkomponente stark absinkt. Diese Tendenz ist bei Betrachtung der

amplitudengewichteten mittleren Lebenszeit (tg, ampiitude) Von ~ 1,72 + 0,01 (9 nm DNA-
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Origami), ~ 1,50 ns + 0,07 ns (6 nm DNA-Origami) bzw. ~ 0,89 ns + 0,37 ns (3 nm DNA-QOrigami)
ebenso zu erkennen, aber nicht so stark ausgepragt. Um das Blinkverhalten der 3 nm DNA-
Origami Strukturen zu Beginn der Messung weiter zu analysieren wurden weitere Messungen
mit geringerer Anregungsleistung (~ 0,5 kW/cm?) durchgefiihrt. In Abbildung 42 sind
Intensitatsspuren der 3 nm DNA-Origami Konstrukte bei ~ 2,5 kW/cm? und ~ 0,5 kW/cm? im
Vergleich dargestellt, sowie eine Intensitatstrajektion der 6 nm DNA-Origami Struktur, die
vereinzelt auch ein “Flacker”-Verhalten zu Beginn der Messung bei ~ 2,5 kW/cm? zeigte. Dabei
ist zu sehen, dass die Intensitatstrajektion des 6 nm DNA-Origami Konstruktes die hochste
Intensitat besitzt. Des Weiteren ist zu erkennen, dass zu Beginn der Messung enorme
Blinkereignisse zu sehen sind, die in ihrer Intensitat schnell fluktuieren, nach ~ 10 s kommt
dieses schnelle Fluktuieren und Blinken zum erliegen, gefolgt von wenigen einzelnen
Blinkereignissen. Das 3 nm DNA-Origami Konstrukt, gemessen mit ~ 2,5 kW/cm?, zeigt eine
geringere Intensitat als das 6 nm DNA-Origami Konstukt. Die schnellen Blinkereignisse der
Emitter sind sehr ahnlich zur 6 nm DNA-Origami Struktur, aber die Intensitat der
Blinkereignisse fluktuiert starker. Die Dauer dieses “Flackern” betragt hier ebenso ~ 10 s bevor
mehrere vereinzelte Blinkereingisse geringerer Intensitdt folgen. Bei Messungen der 3 nm
DNA-Origami Stuktur mit geringer Anregungsleistung (~ 0,5 kW/cm?) fallt auf, dass das
Verhalten des “Flackern” verlangert ist und ~ 50 s andauert. Bei ndherer Betrachtung ist zu
sehen, dass die Intensitat sehr schnell zwischen 0 und 15 Hz fluktuiert und somit ein schnelles
Blinkverhalten aufweist. Nach ~ 50 s kommt hier dieses schnelle Blinkverhalten zum erliegen
und es folgen nur wenige vereinzelte Blinkereignisse bis zum Ende der Messung. Die 6 nm und
3 nm DNA-Origami Konstrukte, gemessen bei ~ 2,5 kW/cm?, zeigen hier mit ~ 0,114 + 0,004
bzw ~ 0,027 + 0,008 einen geringen Wert der Photonenkoinzidenz. Dieser Wert ist beim 3 nm

DNA-Konstrukte, gemessen bei ~ 0,5 kW/cm?, dahingegen mit ~ 0,383 + 0,155 etwas hoher.
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Abbildung 42: Intensitatsflackern des 6 nm und 3 nm DNA-Origami unter diversen Anregungsleistungen. A)
Intensitatstrajektion (oben) (Klasseneinteilung: 1 ms) des DNA-Origami Konstuktes mit 6 nm
Interfluorophordistanz gemessen mit ~ 2,5 kW/cm? Anregungsleistung bei 640 nm mit dazugehdrigen
Photonenkoinzidenzdiagramm (unten) ermittelt (ber die gesamte Messzeit. B) Intensitdtsspur (oben)
(Klassenbreite: 1 ms) des 3 nm DNA-Origami Konstruktes gemessen mit ~ 2,5 kW/cm? bei 640 nm, sowie das
entsprechende Photonenkoinzidenzdiagramm (unten) der gesamten Zeitspur. C) Intensitdtsverlauf (oben)
(Klassenbreite: 1 ms) des 3 nm DNA-Origami Konstruktes gemessen mit ~ 0,5 kW/cm? bei 640 nm und dem
dazugehorigen Photonenkoinzidenzdiagramm (unten). Alle Messungen wurden mit einer Repetitionsrate von
19,5 MHz (51,3 ns) in 100 MM MEA + 50 mM MgClz (pH 7,4) durchgefiihrt. Alle Intensitaten sind in Hz angegeben.
Die Einschiibe in den oberen Abbildungen (A — C) zeigen jeweils die ersten 10 s des Intensitatstrajektion.

Zur Weiteren Analyse des schnellen Blinkverhaltens der 3 nm DNA-Origami Strukturen zu
Beginn der Messungen in Photoschaltpuffer wurden die Intensitatstrajektoren, gemessen bei
~ 2,5 kW/cm?, im Hinblick auf die Fluoreszenzlebenszeitveranderung Giber die Zeit betrachtet.
Dies ist in Abbildung 43 beispielhaft dargestellt. Dabei zeigt sich der bei den 3 nm DNA-Origami
Strukturen lberwiegend auftretende Intensitdtsverldufe mit einem starken “Flackern” der
Emission zu Beginn der Messung. Mit einer biexponentiellen Funktion wurden die
Abklingkurven der Fluoreszenzlebenszeit zu verschiedenen Zeitbereichen der Messung
bestimmt. So zeigt sich, dass zu Beginn der Messung (0 — 4 s) die durchschnittliche
amplitudengewichtete Fluoreszenzlebenszeit des 3 nm DNA-Origami Konstruktes mit ~ 0,66
ns + 0,01 ns niedrig ist. Diese steigt im Verlauf der Messung mit ~ 0,70 ns + 0,01 ns (~ 4 - 20
s), ¥ 1,25 ns £ 0,03 ns (~ 27 — 28 s) und schlieBlich auf ~ 1,77 ns £ 0,04 ns (~ 106 — 107 s) an.
Dabei zeigt sich wahrend des schnellen Blinkverhalten bzw. “Flackern”, das hier bis ~ 40 s

anhalt, eine Uber den Zeitverlauf leicht ansteigende Fluoreszenzlebenszeit, wahrend ein
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einzelnes Blinkereignis, nach Beendigung dieses “Flacker” — Verhaltens, eher eine
Fluoreszenzlebenszeit vergleichbar mit der Fluoreszenzlebenszeit des 18 nm DNA-Origami
Konstuktes besitzt. Diese relativ hohe Fluoreszenzlebenszeit wird wahrend des schnellen

Blinkverhaltens zu Beginn der Messung nur selten erreicht.
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Abbildung 43: Zeitliches Fluoreszenzlebenszeitverhalten des 3 nm DNA-Origami Konstruktes.
Intensitatstrajektion (schwarze Linie, Klasseneinteilung: 1 ms) des DNA-Origami Konstukt mit 3 nm
Interfluorophordistanz gemessen mit ~ 2,5 kW/cm? Anregungsleistung bei 640 nm, sowie die entsprechende
zeitliche Verdnderung der mittleren amplitudengewichteten Fluoreszenzlebenszeit (Punkte magenta, in ns). Alle
Messungen wurden mit einer Repetitionsrate von 19,5 MHz (51,3 ns) in 100 mM MEA + 50 mM MgCl; (pH 7,4)
durchgefiihrt. Die entspechende Abklingkurve zu den Zeitbereichen ~0—-4s,~4-20s,~ 27 —-28 sund ~ 106 —
107 s sind im oberen Bereich der Abbildung zusammen mit der jeweiligen angepassten mittleren
amplitudengewichteten Fluoreszenzlebenszeit angegeben.

Vergleichsmessungen des 3 nm DNA-Origami Konstruktes unter photostabilisierenden

Pufferbedingungen eines Trolox/Troloxquinon-Systems zeigten ein ahnliches “Flacker”-

Verhalten bzw. Blinkverhalten wie unter thiolhaltigen Pufferbedingungen (Abb. 44 A). Dabei
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wurde ebenso die Lebenszeit dieser starken Intensitatsfluktuationen lber entsprechende
Zeitrdaume analysiert und mit einer biexponentiellen Anpassung bestimmt, wobei die erste
Lebenszeitkomponente stets ~ 1,6 ns — 1,8 ns betrug (Abb. 44 A). Zu Beginn (~ 0 s — 5 s) zeigte
sich eine verringerte zweite Lebenszeitkomponente von ~ 0,68 ns + 0,09 ns (Abb. 44 A). Im
weiteren Verlauf der Messung (~ 5 s — 10 s) stieg diese Lebenszeitkomponente mit ~ 0,83 ns +
0,02 ns etwas an (Abb. 44 A). Als das Intensitdtsniveau nahezu auf einem konstanten Niveau
bis zum Ende der Messung verblieb (~ 15 s — 38 s) erreichte diese Komponente der Lebenszeit
mit ~ 1,24 ns £ 0,05 ns dhnliche Werte wie die erste Komponente (Abb. 44 A). Im Vergleich zu
Messungen unter Photoschaltbedingungen ist zu erkennen, dass die zweite
Lebenszeitkomponente dort niedriger ist als unter thiolfreien Bedingungen (Abb. 44 B). Da das
Signal der Intensitatstrajektoren unter den beiden Bedingungen von zwei Photodetektoren
eingesammelt wurde, konnten diese Trajektoren jeweils korreliert werden (Abb. 44B). Dabei
zeigte sich, dass unter dSTORM-Bedingungen eine weitere Amplitude im oberen ps-Bereich

hinzukommt, die unter Trolox/Troloxquinon-Bedingungen nicht zu erkennen ist(Abb. 44B).
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Abbildung 44: Zeitlicher Intensitdts- und Fluoreszenzlebenszeitverlauf des 3 nm DNA-Origami unter Thiol-und
Trolox-Bedingungen. A) Intensitatstrajektion (links, Klasseneinteilung: 1 ms) des 3 nm DNA-Origami Konstuktes
gemessen mit ~ 2,5 kW/cm? Anregungsleistung bei 640 nm, sowie die entsprechende zeitliche Verdnderung
(cyan: ~ 0s —5 s, dunkelrot: ~ 5 s — 10 s, schwarz: ~ 15 s — 38 s) der Fluoreszenzlebenszeit (rechts) in ns. B)
Fluoreszenzlebenszeit (links) des 3 nm DNA-Origami Konstruktes (ber die gesamte Aufnahmezeit unter
troloxhaltigen (60 s, magenta) und thiolhaltigen (300 s, schwarz) Bedingungen, sowie die korrelierten Trajektoren
(rechts), jeweils gemittelt aus 7 — 9 Einzelmessungen. Die roten Pfeile des korrelierten Intensitatstrajektoren
unter Thiol-Bedingungen zeigt die, im Vergleich zur Messung unter Trolox-Bedingungen, neu auftretende
Amplitude. Alle Messungen wurden mit einer Repetitionsrate von 19,5 MHz (51,3 ns) durchgefiihrt. Die
entspechenden Abklingkurven wurden mit einem biexponentiellen Funktion angepasst, wobei 11 auf 1,74 ns

festgehalten wurde.

Aus den von den dSTORM-Aufnahmen im Weitfeld bestimmten Werten der Auszeiten der Cy5
markierten DNA-Origami Strukturen unterschiedlicher Fluorophorabstiande wurde fiir die
jeweiligen Konstrukte die Photoaktivierungsrate bestimmt. Diese wurde aus dem reziproken
Wert der jeweiligen bestimmten Auszeit errechnet. Des Weiteren wurden aus den
Lebenszeitkomponenten der unter konfokalen Bedingungen gemessenen
Intensitatstrajektoren eine Energielibertragungseffizienz (E) bestimmt. Diese wurde aus dem
Quotienten der kurzen Lebenszeitkomponente (t2) und der langen Lebenszeitkomponente (t1)
der biexponentiellen Anpassung der Abklingkurven der jeweiligen DNA-Origami Konstrukte
gemal Gleichung 8 berechnet (Tab. 7). Die errechneten Werte der Photoaktivierungsraten
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und der Energielibertragungseffizienzen sind in Abbildung 45 dargestellt. Die
Photoaktivierungsrate steigt bei Verringerung des Fluorophorabstandes an. So ergaben sich
Werte von ~ 0,1050 s'* + 0,0003 s (18 nm DNA-Origami), ~0,1390 s* + 0,0010 s* (9 nm DNA-
Origami), ~0,2130 s+ 0,0015 s* (6 nm DNA-Origami) und ~0,3570 s'* + 0,0053 s (3 nm DNA-
Origami). Die hochste Photoaktivierungsrate wurde damit bei einer Interfluorophordistanz
von 3 nm errechnet. Die Energielibertragungseffizienzen (E) zeigten einen dhnlichen Verlauf.
Hier wurden Werte von ~ 0,023 + 0,005 (9 nm DNA-Origami), ~ 0,529 + 0,048 (6 nm DNA-
Origami) und ~ 0,749 £ 0,033 (3 nm DNA-Origami). Die hochste Energielibertragungseffizienz
wurde hier ebenso bei der geringsten Interfluorophordistanz von 3 nm errechnet. Fir das
DNA-Origami mit einem Abstand von 18 nm zwischen den Fluorophoren wurde kein
Energielibertragungseffizienzwert errechnet, da hier die Ablingkurve mit einer

monoexponentiellen Funktion angepasst wurde (Tab. 7).
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Abbildung 45: Photoaktivierungsraten und Energieiibertragungseffizienzen der verschiedenen
Interfluorophordistanzen. A) Photoaktivierungsrate der DNA-Origami Konstrukte mit 18 nm, 9 nm, 6 nm und 3
nm Interfluorophordistanz gemessen mit ~ 2,5 kW/cm? Anregungsleistung bei 641 nm in 100 mM MEA + 50 mM
MgCl2 im Weitfeld mit einer Integrationszeit von 5 ms. B) Effizienzen der Energielibertragung errechnet aus der
Fluoreszenzlebenszeiten der konfokalen Intensitatstrajektoren der DNA-Origami Konstrukte mit 18 nm, 9 nm, 6
nm und 3 nm Interfluorophordistanz gemessen in 100 mM MEA + 50 mM MgCl> unter einer 640 nm
Anregungsleistung von ~ 2,5 kW/cm? bei einer Repetitionsrate von 19,5 MHz (51,3 ns). Alle Werte sind
Mittelwerte aus jeweils 3 — 5 Einzelmessungen.

4.3.3 Photophysikalische Rezeptoranalysen

Anhand der zuvor dargelegten Ergebnisse der DNA-Origami Strukturen diverser
Interfluorophordistanzen, wurden biologische Proben angefertigt und mit Cy5-Farbstoff
markiert. Hierbei wurden von Alexander Kuhlemann Lebendzellpraparationen der Rezeptoren
GABA-A-y;, GABA-A-a; und GluK2 durchgefihrt und die jeweiligen Abstinde der

Modifikationsstellen im Protein berechnet. Der Rezeptor GABA-A-y; wurde so modifiziert,
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dass er liber unnatiirliche Aminosauren (engl.: unnatural amino acids, uAA) eine Klick-Chemie
reaktive Seitengruppe tragt (TCO). Der Rezeptor GABA-A-a, wurde auf die gleiche Weise
modifiziert, sodass dieser Rezeptor zwei TCO-Gruppen im Abstand von ~ 5 nm trdgt. Durch
Einfihrung einer uAA in jedes Monomer des GluK2 Rezeptors zeigt dieser vier TCO-
Modifikationen im Vollangenrezeptor. Alle TCO-modifizierten Rezeptoren wurden am Tag der
Messung mit H-Tet-Cy5 geklickt und unter dSTORM-Bedingungen im Weitfeld vermessen.
Diese Messungen wurden anschlieRend identisch zu den DNA-Origami Strukturen
ausgewertet, wobei hier der Beobachtungsradius kleiner gewahlt wurde, um Emitter zeitlich
zu verfolgen. Die Ergebnisse dieser Rezeptormessungen sind in Abbildung 46 und Tabelle 8

dargestellt.
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Abbildung 46: Zeitliche Fluoreszenzanalyse der Weitfeld dSTORM-Rezeptoraufnahmen. Darstellung der
rekonstruierten Aufnahmen der Rezeptoren A) GABA-A(y2), B) GABA-A(az) und C) GluK2, sowie D) der relativen
Haufigkeit der Fluoreszenzzeit (links, Klassenbreite: 1 ms), der Zeit im nicht-fluoreszierendem Zustand (zweites
von links, Klassenbreite: 1 s), der Emissionsintensitat (zweites von rechts, Klassenbreite: 10 Photonen/ms) und
der Blinkhaufigkeit (rechts, Klassenbreite: 1 Ereignis) der Emitter der Cy5 markierten Rezeptoren GABA-A-y:2
(schwarz), GABA-A-a2 (magenta) und GluK2 (violett). Die Aufnahmen wurden in 100 mM MEA (pH 7,4) bei 641
nm mit einer Anregungsleistung von ~ 2,5 kW/cm? und einer Integrationszeit von 5 ms fiir 20 Minuten im TIRF-
Beleuchtungsmodus durchgefiihrt. Die Histogramme zeigen die summierten Daten aus 3 — 5 Einzelaufnahmen
und wurden jeweils auf die Anzahl der analysierten Emitter und auf den jeweiligen maximalen Wert normiert.
Die MaRstabsleiste der Auschnitte ganzer rekonstruierter Zellen zeigt 1 um, die MaRstabsleiste vergroRerter
zellularer Bereiche (Einschub) zeigt 100 nm.

Tabelle 8: Zeitliche Analyse der Emitterfluoreszenzsignale einfach und mehrfach markierter Rezeptoren. Alle
Analysen wurden mit einem Beobachtungsradiusparameter von ~ 25 nm durchgefiihrt und in Bezug auf die
jeweilige Fluoreszenzintensitat der detektierten Emitter (lan) in Photonen/ms, der jeweiligen Detektionszeit des
Signals (tan) in ms, der Auszeit zwischen den jeweiligen Lokalisationsereignissen der Emitter im
Beobachtungsradius (taus) in Sekunden (s) und die jeweiligen Blinkereignisse der Emitter im Beobachtungsradius
ausgewertet. Die jeweiligen Messungen wurden bei einer Integrationszeit von 5 ms (200 Hz) fiir jeweils 20
Minuten mit einer Anregungsleistung von ~ 2,5 kW/cm? bei 641 nm in 100 mM MEA (pH 7,4). Die jeweiligen
analysierten Daten wurden dabei histogrammiert (Abb. 46) und die jeweiligen durchschnittlichen Parameter mit
ihrer Standardabweichung (SA) aufgelistet.
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Rezeptor Tan (ms) Taus (s) Ian (Photonen/ms) Blinkereignisse
Mittelwert Median  Mittelwert Median Mittelwert Median Mittelwert Median
GABA-A (v2) 13,0£3,9 124 34,4:222 292 2258%463 2183  29,2+2238 24
GABA-A (o) 13,126 129  195+159 160  263,9t645 2568 69,0605 50
Gluk2 10,0£1,5 9,9 13,6 +12,1 10,4  189,9%31,9 182,6  83,9+43,8 80

Dabei ergaben sich mit ~ 13,0 ms *+ 3,9 ms (SA) (Median: ~ 12,4) und ~ 13,1 ms % 2,6 ms (SA)
(Median: ~ 12,9) fir GABA-A-y2 und GABA-A-a; relativ dhnliche Werte der Fluoreszenzzeiten,
lediglich der 4-fach mit Cy5 makierte Rezeptor GluK2 zeigte eine leicht niedrigere
Fluoreszenzzeit von ~ 10,0 ms + 1,5 ms (SA) (Median: ~ 9,9). Auch die Fluoreszenzintensitat ist
fur alle Rezeptordaten relativ dhnlich. Diese zeigt fur GABA-A-a; mit ~ 263,9 Ph/ms + 64,5
(Ph/ms) (SA) (Median: ~ 256,8 Ph/ms) den hochsten Wert und fiir GluK2 mit ~ 189,9 Ph/ms *
31,9 (Ph/ms) (SA) (Median: ~ 182,6 Ph/ms) den niedrigsten Wert. Die Fluoreszenzintensitat
des einfach markierten GABA-A-y; liegt mit ~ 225,8 (Ph/ms) * 64,3 (Ph/ms) (SA) (Median: ~
218,3 Ph/ms) zwischen diesen Werten. Die Zeit zwischen den Fluoreszenzereignissen der
Emitter im Beobachtungsradius unterscheidet sich hier starkt. Diese Zeit ist mit ~ 34,4 s+ 22,2
s (SA) (Median: ~ 29,2) beim einfach markierten GABA-A-y> am hochsten. Im Vergleich dazu
sinkt beim doppelt markierten Rezeptor GABA-A-a; diese Zeit um das ~ 1,8-fache auf ~ 19,5 s
+ 15,9 s (SA) (Median: ~ 16,0 s). Fiir den 4-fach markierten Rezeptor GluK2 sinkt diese Zeit im
Vergleich zum einfach markierten Rezeptor um das ~ 2,8-fache auf ~ 13,6 s + 12,1 s (SA)
(Median: ~ 10,4 s) und liegt hier am niedrigsten. In umgedrehter Reihenfolge dazu verhalt es
sich mit den Blinkereignissen der lokalisierten Emitter im Beobachtungsradius. Dort liegt die
Anzahl der Ereignisse bei GABA-A-y; mit ~ 29,2 + 22,8 (SA) (Median: ~ 24) am niedrigsten,
steigt bei GABA-A-a; mit ~ 69,0 + 60,5 (SA) (Median: ~ 50) um das ~ 2,1-fache und bei den
Rezeptrodaten zu GluK2 um das ~ 3,3-fache auf ~ 83,9 +43,8 (SA) (Median: ~ 80) an.

4.4 Spektroskopische Analysen von Cyanin-gekoppelten Dendronstrukturen

Die analysierten Dendronstrukturen wurden am Lehrstuhl fiir organische und biologische
Chemie der organischen Chemie der Julius-Maximilians Universitat Wirzburg von Dr. Natalia
Wolf und Louise Kersting unter Leitung von Prof. Dr. Jiirgen Seibel synthetisiert. Diese

Strukturen wurden terminal mit Cyaninfarbstoffen, analog zu Al647 bzw. Cy5, gekoppelt und
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tragen im aktiven Zentrum eine Tetrazin, das fiir weitere Analysen via Klick — Chemie an eine
Zielstruktur gekoppelt werden kann. Dabei besitzten die verwendeten Dendronstrukturen
einen Interfluorophorabstand von ~ 0,8 nm -~ 1,5nm (C3),~1,9nm—-"~2,8 nm (C6), ~ 2,3 nm
—-~3,6 nm(C9)und~3,4nm-~4,9nm (C17N) (Abb. 12). Die Interfluorophorabstdande wurden
mithilfe der chemischen Darstellungssoftware Chem3D 17.0 ermittelt. Zur spektroskopischen
Analyse der freien ungebundenen Dendronstrukturen wurden diese zuerst mittels TCO*-Lysin
(SiChem, SC-8008) abreagiert. Hierbei wurde ein 25-facher Uberschuss an TCO*-Lysin in
doppelt destilliertem Wasser (ddH,0) verwendet und die zeitliche Emissionsanderung tiber 20
Minuten betrachtet. Die resultierenden zeitlichen Emissionsverldaufe sind in Abbildung 47 A
dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass ein freier Methyl-Tetrazin-Cy5 (Me-Tet-Cy5)
Farbstoff nach Zugabe von TCO einen rapiden Anstieg der Emissionsintensitat zeigt. Hierbei
steigt die Emission, im Vergleich zur Emissionsintensitat vor Zugabe von TCO, um das ~ 4-fache
an. Die Dendronstrukturen C3, C6, C9 und C17N zeigen ebenso einen leichten Anstieg der
Emissionsintensitat nach Zugabe von TCO. Hierbei zeigte die Dendronstruktur C3 mit einem ~
2,5-fachen Anstieg der Emissionsintensitat die hochste Verdanderung der Signalstarke nach
Zugabe von TCO. Die Strukturen C6 und C9 zeigten einen vergleichbaren Anstieg von ~ 1,6 und
C17N einen leichten Anstieg von ~ 1,3. Daraufhin wurde das Absorptionsverhalten
abreagierter Dendronstrukturen in PBS analysiert. Dies ist in Abbildung 47 B dargestellt.
Hierbei ist zu erkennen, dass die Dendronstrukturen, im Vergleich zum freien Me-Tet-Cy5
Farbstoff, ein breites Spektrum um das Absorptionsmaximum bei ~ 650 nm aufweisen, sowie
eine weitere starke Absorption (H-Dimer) bei ~ 600 nm. Hierbei weist die Dendronstruktur C3
das hochste Absorptionsverhalten bei ~ 600 nm auf. Dieses Absorptionsverhalten um ~ 600
nm nimmt fir die Dendronstrukturen C6 und C9 leicht ab und ist fir die Struktur C17N am
niedrigsten, aber dennoch ausgepragt. Die Konzentrationsabhangigkeit dieser H-
Dimerschulter bei ~ 600 nm wurde fiir die Dendronstruktur analysiert, deren
Absorptionsverhalten dort am héchsten ausgepragt war. Die Messungen wurden hierbei in
ddH,0 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich mit ansteigender Konzentration der Dendronstruktur

keine Veranderung der Hohe der H-Dimerschulter. Dies ist in Abbildung 47 C dargestellt.
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Darilber hinaus ist zu erkennen, dass in reinem Wasser, im Vergleich zu Messungen in PBS

(Abb. 47 B), die H-Dimerabsorption hoher ist (Abb. 47 C).
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Abbildung 47: Absorptions- und Emissionsverhalten abreagierter Dendronstrukturen in PBS und ddH20. A)
Zeitlicher Verlauf der Emissionsintensitat des freien Me-Tet-Cy5 (schwarz) und der Tet-Dendronstrukturen C3
(braun), C6 (blau), C9 (magenta) und C17N (cyan) mit einer Konzentration von jeweils ~ 1 uM in ddH20. Nach 5
Minuten Messzeit wurde ein 25-facher Uberschusses an TCO*-Lysin zur jeweiligen Probe gegeben. Die
Emissionsintensitaten wurden auf die jeweiligen Signalstarken vor Zugabe von TCO*-Lysin normiert. B) Relatives
Absorptionsverhalten einer 1 pM Loésung des freien abreagierten Cy5 (schwarz) und der abreagierten
Dendronstrukturen C3 (braun), C6 (blau), C9 (magenta) und C17N (cyan) in PBS. Die Spektren wurden auf das
jeweilige Absorptionsmaximum normiert. C) Messung des Absorptionsverhaltens der abreagierten
Dendronstruktur C3 in ddH20 zu einer Konzentration von 0,1 uM (schwarz), 0,5 uM (blau), 2,5 uM (cyan), 5,0 uM
(magenta), 7,5 UM (griin) und 10 uM (orange). Die jeweiligen Spektren wurden auf den Absorptionswert bei ~
650 nm normiert.

Zur Analyse der Beeinflussung der H-Dimerbildung abreagierter Dendronstrukturen wurden
spektroskopische Messungen mit steigender Ethanolkonzentration (EtOH) durchgefiihrt. In
Abbildung 48 und Tabelle 9 sind die Ergebnisse dieser spektroskopischen Analysen dargestellt.
Hierbei zeigte sich, dass alle Dendronstrukturen ohne EtOH eine starke H-Dimerschulter
zeigen und diesbeziiglich auch eine stark unterdriickte Emission (Abb. 48 A). Im Vergleich der
Emissionsintensitaten der Dendronstrukturen, bietet hier der grofSte Interfluorophorabstand
des Dendrons C17N die hochste Fluoreszenzintensitat (Abb. 48 A). Diese ist im Vergleich zu
einem freien Cy5 Farbstoffes aber dennoch stark unterdriickt und liegt nur bei ~ 20 % (Abb.
48 A). Durch Zugabe von Ethanol (EtOH) steigt die Emission der Dendronstrukturen an (Abb.
48 A). Dabei erreicht die Emission bei 50 % EtOH ihr Maximum beim Dendronkonstrukt C17N
und bei 75 % EtOH ist die hochste Emissionsintensitat der restlichen Dendronstrukturen
erreicht (Abb. 48 A). Hier wird, im Vergleich zum freien Cy5 Farbstoff ohne EtOH, fir die
Dendronstrukturen C3, C6 und C9 eine maximale Emissionsintensitat von ~ 40 %, ~ 50 % und
~ 51 % erreicht, wohingegen das Dendronkonstrukt C17N eine Emissionsintensitdat von ~ 74 %

erreicht (Abb. 48 A). Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Emissionsintensitat der Referenz,
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im Vergleich zu Messungen in ddH,0, bei 50 % EtOH um ~ 5 % ansteigt und bei Messungen in

100 % EtOH mit ~ 82 % am geringsten ist (Abb. 48 B).
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Abbildung 48: Spektroskopische Ensemblemessungen der Dendronstrukturen unter EtOH. A) Ensemble-
Absorptions- und Emissionsmessungen (durchgezogene Linien bzw. gepunktete Linien) der in Abbildung 12
dargestellten Dendronstrukturen C3, C6, C9 und C17N, sowie des freien Cy5 Farbstoffes als Referenz. Die
Konzentrationen wurden jeweils auf ~ 1 uM eingestellt. Die Messungen der Dendronstrukturen wurden dabei in
H20 (schwarz), 10 % Ethanol (EtOH) (blau), 25 % EtOH (cyan), 50 % EtOH (magenta), 75 % EtOH (lila) und 100 %
EtOH (orange) durchgefiihrt. Die jeweiligen Absorptionsspektren wurden auf ihren maximalen Wert normiert.
Die jeweiligen Emissionsspektren wurden dabei auf ihre jeweilige Konzentration (OD-Wert der Absorption) und
auf die Emissionsintensitdt der Referenz (freier Cy5) normiert. B) Absorptions- und Emissionsmessung
(durchgezogene Linien bzw. gepunktete Linien) einer 1 uM Referenzlésung in H20 (grau), 25 % EtOH (cyan) und
100 % EtOH (orange). Die Absorptionsspektren wurden auf ihren jeweiligen maximalen Wert normiert. Die
jeweiligen Emissionsspektren wurden auf ihren maximalen Absorptionswert und der Emissionsintensitdat ohne
Ethanolzusatze normiert. C) Ensemble Fluoreszenzlebensdauermessung des Referenzfarbstoffes (grau) und der
Dendronstrukturen C3 (braun), C6 (blau), C9 (magenta) und C17N (cyan) zu einer Konzentration von ~ 1 puM.
Dabei wurde die Fluoreszenzlebenszeit in H20 (durchgezogene Linien), sowie in der EtOH-Konzentration
(gepunktete Linien) der hochsten Emissionsintensitdten von A) gemessen. Alle Lebenszeitanpassungen wurden
mit einer multiexponentiellen Funktion durchgefihrt. Alle Dendronstrukturen und Cy5-Referenzfarbstoffe
wurden zuvor mithilfe eines 25-fachen Uberschusses an TCO-Molekiilen abreagiert.

Tabelle 9: Fluoreszenzlebensdauerwerte der Messungen der Dendronstrukturen aus Abb. 48 C). Alle
Farbstoffmolekiile wurden dabei zuvor mit einem 25-fachen Uberschuss an TCO*-Lysin Molekiilen abreagiert.
Des Weiteren wurde ein Me-Tet-Cy5 Farbstoff genutzt um die Kopplung vergleichbar zu machen und mégliche
Effekte auszuschlieBen. Alle Messungen unter EtOH — Zugabe wurden dabei zu einer Konzentration gemessen,
bei der die Emissionswerte aus Abb. 48 A) am hochsten waren. Die jeweiligen gemessenen Abklingkurven der
Fluoreszenzlebensdauer wurden dabei mit multiexponentiellen Funktionen angepasst und die Qualitat der
Anndherung an die Abklingfuntion Uber die jeweilige reduzierte Residuenquadratsumme (x2 = 0,9 — 1,1)
beurteilt. Die Kennzeichen A, bzw. T, beziehen sich auf die jeweiligen Parameter (Amplitude (A), Lebensdauer (t)
der entsprechenden Fluoreszenzlebenszeitkomponente der mono- (1) bzw. biexponentiellen (1 und 2)
Anpassung. Die mittlere amplituden-gewichtete (A) Fluoreszenzlebenszeit ist dabei mit tg, amp. Angegeben.

Probe Al /i (ns) A2/t (ns) A3/t (ns) T, Amplitude (NS)

Cy5 0,72 /1,46 £ 0,01 0,28 /0,86 + 0,02 1,29
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Cy5 + EtOH 0,68 /1,49 +0,01 0,32/0,07 0,01 1,04
(o3 0,10/1,20 + 0,01 0,21/0,37 0,01 0,69 / 0,040 + 0,002 0,23

C3 + EtOH 0,33/1,34+0,01 0,17 / 0,46 0,02 0,50 / 0,030 + 0,003 0,53
c6 0,11/1,30 £ 0,01 0,16 / 0,41 £ 0,01 0,73 / 0,034 £ 0,001 0,23

C6 + EtOH 0,14 /1,35+0,01 0,67 /0,44 + 0,02 0,19 / 0,030 0,003 0,58
(o} 0,09/1,30 £ 0,01 0,15/ 0,35 + 0,01 0,77 / 0,033 £ 0,001 0,19

C9 + EtOH 0,36 /1,36 0,01 0,09/0,41+0,03 0,55 / 0,020 0,002 0,54
C17N 0,20 /1,57 + 0,01 0,25/ 0,56 + 0,01 0,55 / 0,074 0,004 0,50
C17N + EtOH 0,58 /1,39+0,01 0,15/ 0,45 + 0,03 0,27 /0,045 + 0,008 0,88

In allen Messungen mit EtOH-Zugabe fihrt eine Erhéhung der organischen
Losungsmittelkonzentration zu einer bathochromen Verschiebung der Spektren (Abb. 48 A
und 48 B). Die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer der Dendronstrukturen zeigt dabei
ein komplexes Verhalten und eine starke Verkiirzung bei niedrigen Interfluorophorabstdanden
(Abb. 48 C). Auch mit Zugabe von EtOH bleibt diese Fluorszenzlebenszeit komplex, steigt aber
im Mittel an. Hierdurch konnte fiir den langsten Interfluorophorabstand eine mittlere
amplitudengewichtete Lebenszeit, dhnlich zur jeweiligen Referenzmessung von Cy5, erreicht
werden (Abb. 48 C und Tab. 9). Dennoch sind hier noch relativ stark verkiirzte

Fluoreszenzlebenszeitkomponenten enthalten (Tab. 9).
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5 Diskussion

5.1 Photozerschneidung von Cyaninfarbstoffen

Aus den Ergebnissen in Abschnitt 4.1 ist zu erkennen, dass der Cyaninfarbstoff Cy5 bzw. Al647
einen photochemischen Mechanismus durchlauft, der dazu fihrt, dass das Absorptions- und
das Emissionspektrum dieses Farbstoffes hypsochrom verschoben ist (Abb. 14 A und 14 B).
Hierbei nimmt molekularer Sauerstoff in der Loésung eine entscheidende Rolle ein. Hinweise
darauf ergaben initiale Photozerstorungsexperimente. Dariliber hinaus war ersichtlich, dass
das Bleichen der Cyaninfarbstoffe Cy5 bzw. Alexa Fluor 647 stark von der Mikroumgebung des
Farbstoffes abhanging ist (Abb. 13). So ist zu erkennen, dass Al647 gekoppelte Antikdrper ein
schnelleres Bleichverhalten zeigt, als die Referenz des freien, ungebundenen Farbstoffes (Abb.
13 A). Ebenso zeigten sich leichte Unterschiede beim Bleichverhalten bzw. der Photostabilitat
zwischen den chemisch und spektroskopisch dhnlichen Cyaninfarbstoffen Cy5 und Al647 (Abb.
13 A). Des Weiteren ist ersichtlich, dass verschiedene Pufferbedingungen und Pufferzusatze
das Bleichverhalten des Farbstoffes Al647 ebenso stark beeinflussen (Abb. 13 und Abb. 16).
Bei zeitlichen Emissionsmessungen in Ascorbinsdaure oder bei Zugabe eines enzymatischen
Sauerstoffentzugssystems zeigte sich kein Abfall der Fluoreszenzintensitdat, was auf eine
photostabilisierende Wirkung der Pufferzusatze zurlickzufiihren ist. Eine Zugabe von
Erythrosin B (EB) bewirkt hingegen einen sehr schnellen Abfall der Fluoreszenzintensitat (Abb.
13 C). Der Pufferzusatz Erythrosin B (EB) flihrt bei zusatzlicher Belichtung mit ~ 532 nm zur
photochemischen Erzeugung von reaktivem Singulett-Sauerstoff (*0,), der in der Natur als
reaktionstrager Triplett-Sauerstoff (30,) vorliegt [69]. Diese reaktive Sauerstoffspezies fiihrt,
durch Reaktion mit dem konjugierten Doppelbindungssystem des belichteten
Cyaninfarbstoffes, zur schnellen Photozerstorung desselben. Durch Entzug des molekularen
Sauerstoffes (302) oder durch Zugabe von Antioxidationsmitteln, wie Ascorbinsiure, werden
Reaktionen mit Sauerstoff reduziert und ein schnelles Photobleichen des Farbstoffes
verhindert. Bei diesen beschriebenen Pufferzusdtzen kam es zu keiner Blauverschiebung des
Absorptions- bzw. Emissionsspektrums, da einerseits molekularer Sauerstoff entzogen wurde
(enzymatisches Sauerstoffentzugssystem) oder andererseits durch Antioxidationsmittel eine
Reaktion des Farbstoffes mit Sauerstoff verhindert wurde (Ascorbinsdurezusatz). Die Zugabe
von Erythrosin B flihrt zu einer schnellen Anreicherung von viel reaktiven Sauerstoffspezies
(*0,), die sofort jedlichen Farbstoff oder Intermediate davon oxidieren kdnnen. Dies fuhrt zu

einem rapiden Photobleichen der Farbstoffe. Auch wenn hier Photokonversion stattfindet,
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konnen diese Produkte sofort mit reaktiven Sauerstoff weiterreagieren und die Farbstoffe
zerstoren. Unter Photoschaltbedingungen zeigt der Farbstoff einen rapiden Abfall des
Fluoreszenzsignals und ein Stagnieren der Emission auf einen niedrigen Intensitatsniveau
(Abb. 13 C). Dabei ist dieses Verhalten sowohl mit, als auch ohne Sauerstoffentzugssystem
dhnlich. Unter thiolhaltigen Pufferbedingungen wird der photoschaltbare Cyaninfarbstoff
Al647, nach Anregung, in einen emissionsunfahigen Zustand Gberfihrt und es stellt sich ein
spezifischen Gleichgewicht aus Farbstoffen im “An-“ und “Auszustand” ein [15, 16]. Dies zeigt
das Stagnieren des Signals auf niedrigem Intensitatsniveau (Abb. 13 C). Dabei ist auch zu
erkennen, dass es unter thiolhaltigem Photoschaltpuffer zu keiner blauverschobenen Fraktion
im Absorptionsspektrum des belichteten Farbstoffes kommt (Abb. 13 D). Hierbei wirkt
vermutlich die Reduktion der Farbstoffe durch Thiole als Konkurrenzreaktion bzw. als
Gegenspieler zur Oxidation. Diese Ergebnisse fihren aber zu der Annahme, dass Sauerstoff
fir die photoinduzierte Verschiebung des Absorptions- und Emissionsspektrum von
Cyaninfarbstoffen Cy5 bzw. Al647 verantwortlich ist. Des Weiteren zeigte die erniedrigte
Fluoreszenzlebenszeit des photokonvertierten aufgereinigten Produktes der Cy5
Belichtungsexperimente, dass dieser eine relativ starke Ahnlichkeit zum Cyaninfarbstoff Cy3
aufweist, der ein kiirzeres konjugiertes Doppelbindungssystem besitzt (Abb. 14 C). Dies legt
die Vermutung nahe, dass der Farbstoff Cy5 photochemisch zu einem Cy3 Farbstoff
umgewandelt werden kdnnte. Von anderen Farbstoffklassen ist dabei bekannt, dass diese
dhnliche Prozesse der Umwandlung der Farbstoffe aufweisen kdnnen, wobei sich dort ebenso
die spektroskopischen Eigenschaften der Farbstoffe dndern. So ist beispielsweise von
fluoreszierenden Proteinen, wie mEos3.2, bekannt, dass diese eine oxidative Elimination
unterlaufen kénnen und dabei das Absorptions- und Emissionsspektrum bathochrom
verschoben wird [70]. Andere Farbstoffe, wie beispielsweise Rhodamine, kénnen eine
Dealkylierung unterlaufen, wodurch das Absorptions- und Emissionsspektrum hybsochrom
verschoben wird [71, 72, 73]. Von Cyaninen ist dahingegen nicht bekannt, dass diese
Farbstoffklasse einen chemischen Mechanismus unterlaufen koénnen, der zu einer
Verschiebung der charakteristischen Spektren dieser Farbstoffe flhrt. In dieser Arbeit wurde
ein neuartiger Mechanismus entschlisselt, der aufzeigt, dass fiir die Farbstoffklasse der
Cyanine eine photochemische Umwandlung maéglich ist. Ebenso wurde aufgezeigt, wie dieser
Mechanismus verhindert bzw. reduziert werden kann. Dabei zeigten chemische Analysen von

Dr. Siddharth S. Matikonda unter Leitung von Prof. Dr. Martin J. Schnermann am “Chemical
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Biology Laboratory” des “National Cancer Institue” in Frederick (USA), sowie von Prof. Dr.
Alexander Greer am Lehrstuhl fiir Chemie des Brooklyn College der “City University of New
York” in Brooklyn, dass das konjugierte Doppelbindungssystem von Cyaninfarbstoffen durch
reaktiven Singulett-Sauerstoff angegriffen wird und sich hierbei, durch Umlagerungen, dieses
Doppelbindungssystem verkirzt, wodurch sich die Absorptions- und Emissionswellenlange
des belichteten Farbstoffes verschiebt. In Abbildung 49 ist die Umwandlung von

Cyaninfarbstoffen und die Verkiirzung des Doppelbindungssystems vereinfacht dargestellt.

Heptamethin Cyanin

Mps. / Aem, =740/ 770

Pentamethin Cyanin

Aabs. / Agm, =638 / 657

—

Mabs, / A, =5

Abbildung 49: Schematische Darstellung der Photokonversion von Cyaninfarbstoffen. Vereinfachte Darstellung
der Verkiirzung von Cyaninfarbstoffen. Als Ausgangsfarbstoff ist hier Heptamethin — Cyanin dargestellt, der bei
Belichtung im nahen infraroten Bereich, unter bestimmten Pufferbedingungen, eine photoinduzierte
Umwandlung zu einem Pentamethin-Cyaninfarbstoff und damit eine Blauverschiebung der jeweiligen Spektren
zeigt. Hierbei nimmt Singulett — Sauerstoff (10) eine entscheidente Schliisselrolle ein. Diese reaktive
Sauerstoffspezies greift das Doppelbindungssystem des Cyaninfarbstoffes an und fiihrt damit zu Bildung eines
zwitterionischen Peroxy — Intermediats des Farbstoffes (schwarze Umrandung). Durch Wasseraddition und
weiteren Umlagerungen (nicht gezeigt) wird das Doppelbindungssystem durch Abgang eines
Hydroperoxyethenol verkiirzt. Dieser Prozess kann daraufhin beim neu enstandenen Pentamethin — Cyanin, bei
Belichtung an dessen Absorptionsmaximum, ebenso in selber Art und Weise ablaufen, sodass ein verkirzter
Trimethin-Cyaninfarbstoff entsteht. Wellenldngenangaben der Absorption und Emission in nm. Abbildung
entnommen und modifiziert aus Manuskript 3 (Publikationsliste):
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acscentsci.1c00483. Fir weitere Verwendungen bezlglich dieses
Materialauszuges ist ACS fiir Genehmigungen zu kontaktieren.

Durch Isotopenexperimente konnte von Dr. Siddharth S. Matikonda weiterfiihrend dargelegt
werden, dass dieser photochemische Prozess intramolekularer Natur ist und durch
Umlagerungen innerhalb des Farbstoffes, nach Oxidation des Doppelbindungssystems,
stattfindet. Dabei lauft die in Abbildung 49 dargestellte photoinduzierte Verkiirzung des
Doppelbindungssystems von Cy7 Farbstoffen zu Cy5 Farbstoffen bevorzugt in wassriger
Umgebung bei einem basischen pH Wert ab. Neben diesem neuartigen Mechanismus der
Verkiirzung des Doppelbindungssystems von Cyaninfarbstoffen konnte in dieser Arbeit auch

gezeigt werden, dass diese photoinduzierte Zerschneidung und damit Verkiirzung der
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Cyaninfarbstoffe fiir die Einzelmolekiillokalisationsmikroskopie vorteilhaft genutzt werden
kann. Die Effizienz der Umwandlung von Heptamethin Cyaninen zu Pentamethin Cyaninen
zeigte sich in Lokalisationsmikroskopieaufnahmen im Weitfeld als zu gering, als dass
hochqualitative rekonstruierte Bilder erzeugt werden konnten (Abb. 18). Es zeigte sich in den
rekonstruierten Aufnahmen der mit Cy7 immunomarkierten Mikrotubulistrukturen keine
durchgangige Struktur, was durch eine Umwandlungseffizienz von ~10 - ~20 % verursacht ist
(Abb. 18). Dennoch konnten mithilfe eines neuronalen artifiziellen Netzwerks, durchgefiihrt
von Prof. Dr. Philip Kollmansberger am “Center for Computational and Theoretical Biology
(CCTB)” der Julius-Maximilians Universitat Wirzburg, qualitativ hochwertige rekonstruierte
Mikrotubulistrukturen generiert werden (Abb. 18). Darliber hinaus zeigte sich eine stark
ausgepragte Dimerschulter aus H-Aggregaten der Cy7-Farbstoff gekoppelten Antikérper (Abb.
17). Diese Dimerschulter fiihrt zu einer Unterdriickung der Emissionsintensitat der Antikorper
gekoppelten Cy7-Farbstoffe (Abb. 17). Da sich am gekoppelten Antikérper hierbei ein
Gleichgewicht aus Cy7 Monomeren und H-Dimeren einstellt, bietet sich bei den
Weitfeldaufnahmen ein zeitliches Repertoire, weil vorwiegend monomerische Cy7-Farbstoffe
umgewandelt werden, die daraufhin Cy5-Emission zeigen konnen (Abb. 17) [74, 75]. Dies zeigt
sich im langsamen aber stetigem Anstieg der Cy7 — Emissionsintensitat, sowie der stetig
ansteigenden Cy5-Emissionsintensitat (Abb 17 A). Dabei ist auch zu erkennen, dass mit
ansteigendem Cy7 Emissionssignal Giber die Zeit, die H-Dimerschulter im Absorptionsspektrum
des gekoppelten Antikoérpers verrringert wird (Abb. 17 B). Ebenso féllt auch die
Absorptionsstarke Uber die Zeit, was auf den Prozess der Photozerstérung von Cy7-
Farbstoffen und, zu einer gewissen Effizienz, der photoinduzierten Umwandung von Cy7-
Farbstoffen zu verkiirzen Cy5-Farbstoffen zurlickzufiihren ist (Abb. 17). Anhand der langen
Aufnahmezeit, im Vergleich zu herkdmmlichen Cy5 dSTORM-Messungen, und der langeren
Rekonstruktionszeit bzw. dem Mehraufwand bei der Rekonstruktion, bietet sich hier
allerdings kein Vorteil zu dSTORM-Messungen unter Standardbedingungen. Wobei die
Lokalisationsgenauigkeit der umgewandelten detektierten Cy5-Farbstoffe hier vergleichbar
mit herkdmmlichen dSTORM-Aufnahmen mit Cy5-Farbstoffen unter Photoschaltbedingungen
ist (Abb. 18 B). Im Vergleich dazu zeigten Lokalisationsmessungen mittels der
Lokalisationsmikroskopiemethode DNA-PAINT einen deutlichen zeitlichen Vorteil gegeniiber
DNA-PAINT Methoden unter Standardbedingungen. Hierbei konnte mit einem 1000-fach

héheren Uberschuss an Cy7 markierten Belichtungsstrangen (100 nM) gearbeitet werden, im
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Vergleich zur Belichtungsstrangkonzentration der Vergleichsmessungen mit Cy5-gekoppelten
Belichtungsstrangen (100 pM). Die Werte der Bindezeiten der Belichtungsstrange steigen mit
hoherer Einzelbildbelichtungszeit an, was darauf zurickzufiihren ist, dass diese Zeit je
Einzelbild berechnet und mit der entprechenden Integrationszeit verrechnet wurde. Dies
bedeutet, dass bei der Analyse ein Detektionsereignis eines gebundenen Emitters, auch wenn
dieses zeitlich kirzer als die Integrationszeit war, flir die gesamte Einzelbildaufnahmezeit
zugeordnet wurde. Aus dem selben Grund sinkt auch mit steigender Belichtungszeit die Anzahl
an eingefangenen Photonen / ms, da dieser Wert durch die jeweilige Integrationszeit geteilt
wurde und die jeweiligen Emitter nicht fir die komplett Einzelbildaufnahmezeit gebunden
sind bzw. Photonen aussenden. Dies fiihrt zu einer Uberschitzung der Bindezeiten und
Unterschadtzung der Photonenanzahl je ms fiir zu hohe Integrationszeiten (50 ms), sowie zu
einer Unterschatzung der Bindezeiten fiir zu niedrige Integrationszeit (10 ms), wobei die
Photonenanzahl hier theoretisch besser abgeschatzt werden kann (Abb. 21 und Tabelle 1). In
Anbetracht der Messungen bei 20 ms Integrationszeit, fihrt diese Konzentration an Cy7-
gekoppelten Belichtungsstrangen zu einer Verringerung der Zeit, in der kein umgewandelter
Farbstoffstrang gebunden ist (Auszeit), um den Faktor ~ 2,4x (Maximum zu Maximum, Abb.
21), gemessen in histidinhaltigen Pufferbedingungen. Damit konnten theoretisch in der selben
Aufnahmezeit mehr Cy5 umgewandelte Belichtungsstrange detektiert werden als beim
Referenzansatz mit Cy5 gekoppelten Belichtungsstrangen, was die Aufnahmezeit um eben
diesen Faktor verkiirzen wiirde. Allerdings war unter diesen Pufferbedingungen im
Histogramm der Bindeereignisse keine klare Verschiebung des Maximums der Bindeereignisse
der Cy5 photokonvertierten Farbstoffe zur Bindeereignisverteilung der Referenzmessung zu
erkennen (Abb. 21). Dennoch ist auffallig, dass die Histogrammverteilung der Bindeereignisse
der detektierten umgewandelten Cy5-Molekiile breiter ausfallt als die Bindeereignisse der
Referenzmessung (Abb. 21). Allgemein ldsst sich aber unter histidinhaltigen Bedingungen, bis
auf die geringere Auszeit zwischen den Bindeereignissen, keine deutliche Verschnellerung der
Aufnahmezeit mit dieser DNA-PAINT Methode der photoinduzierten Cy5 Umwandlung
erzielen (Abb. 21 und Tab. 1). Unter Pufferbedingungen ohne Histidin konnte hingegen eine
Verkiirzung der Auszeit um den Faktor ~ 1,6, sowie eine Erhéhung der Bindeereignisse um
einen dhnlichen Faktor (~ 1,7x) bei den DNA-PAINT Messungen der photoinduzierten Cy5
Umwandlung beobachtet werden (Abb. 21 und Tab. 1). Dies fiihrt zu einer Beschleunigung der

DNA-PAINT Aufnahmezeit um diesen Faktor. Diese wurden dabei durch den Vergleich der
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jeweiligen Maxima der Histogramme in Abbildung 21 bestimmt. Die Effizienz der Umwandlung
ist unter histidinhaltigen Bedingungen (pH 7,4) niedriger als in CAPSO-haltigen (pH 9,5)
Pufferbedingungen, aber hoher als in reinem Salzpuffer. Dies deuten ebenso die DNA-PAINT
Messungen der photoinduzierten Cy5 Umwandlung an, bei denen die Emissionsintensitat und
die Bindezeit der Detektionsereignisse deutlich niedriger als beim DNA-PAINT Ansatz der
Referenzmessung mit Cy5 gekoppelten Belichtungsstrangen ist (Abb. 21 und Tab. 1). Hierbei
konnte die Umwandlungseffizienz unter diesen Bedingungen fir diese DNA-PAINT Methode
noch zu hoch sein, sodass eine Cy7-Cy5 Umwandlung im evaneszenten Feld schon vor Bindung
der Cy7 Belichtungsstrange am Zielstrang stattfindet. Dies wiirde zu einer Verringerung der
Detektionszeit und der detektierten Emissionsintensitat fliihren, was unter histidinhaltigen
Bedingungen ersichtlich ist. Die Anzahl der Bindeereignisse zeigt hier in Abbildung 21 unter
histidinhaltigen Bedingungen einen flacheren Abfall als bei den Bindeereignissen des Cy5-
Referenzansatzes, was eine hohere Zahl an Bindungsereignissen andeutet aber nicht eindeutig
aus dem Histogramm ersichtlich ist. Dies erschwert die Annahme einer Verschnellerung der
Aufnahmezeit unter diesen DNA-PAINT Bedingungen. Dennoch konnte aus den
photokonvertierten DNA-PAINT Messungen in histidinehaltigen Pufferbedingungen eine
héhere raumliche Auflosung erzielt werden als bei der entsprechenden Referenzmessung mit
Cy5 gekoppelten Belichtungsstrangen, was mit der Erkenntnis der Bindezeiten und Auszeiten
der umgewandelten Cy5 DNA-PAINT Messungen vermutlich auf ein reduziertes
Hintergrundsignal zuriickzufiihren ist (Abb. 20). Im Vergleich hierzu fihrt eine Verringerung
der Umwandlungseffizienz, durch DNA-PAINT Messungen ohne Histidinzusatze, zu einer
Verschnellerung der Aufnahmezeit der photoinduzierten Cy7-Cy5 DNA-PAINT Methode. Dies
flihrt zu der Annahme, dass eine schlechtere Umwandlungseffizienz vorteilhalft fiir diese DNA-
PAINT Methode ist. Dennoch ist auch hier auffillig, dass auch unter histidinfreien
Bedingungen die Bindezeit, im Vergleich zur Referenzmethode, verringert ist, wobei die
Emissionsintensitaten fiir beide Methoden hier ahnlich sind. Dies legt die Vermutung nahe,
dass auch unter diesen Bedingungen die Umwandlungseffizienz noch zu hoch ist und hiermit
noch nicht die optimalen Bedingungen dieser photoinduzierten DNA-PAINT
Konvertierungsmethode gefunden wurde. Daher missten in Folgeexperimenten weitere
Bedingungen getestet werden, um diese Vermutung zu Uberprifen und die
Photokonvertierungseffizienz von Cy7 zu Cy5, beispielsweise durch Messungen in PBS mit L-

Alanin-Zusatzen bei einem leicht saueren pH Wert, weiter kinstlich zu reduzieren. Diese
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Erkenntisse der DNA-PAINT Messungen weisen dariiber hinaus aber auch darauf hin, dass
Histidin vorwiegend die photoinduzierte Umwandlung von Cy7 zu Cy5 beeinflusst bzw.
beglinstigt, wahrend Cy5 zu Cy3 Photozerschneidungen davon anscheinend nicht beeinflusst
werden, da die Werte dieser detektierten Ereignisse (Cy5 Referenzen) zwischen
histidinhaltigen und -freien Bedingungen relativ dhnlich sind (Tabelle 1). Beziiglich der
Weitfeldaufnahmen der Cy7 gekoppelten Antikérper gestaltet sich eine Optimierung der
Messbedingungen als schwierig. Eine Erh6hung des Farbstoffkopplungsgrades am sekundaren
Antikorper und damit der Dichte der Farbstoffe an der Zielstruktur, um das Repertoire an
konvertierbaren Farbstoffe zu erhéhen, wiirde die Wahrscheinlichkeit der Blockierung der
Epitope der Antikorper ebenso erhéhen, was die Spezifitdt der Antikérper drastisch verringern
wiirde. Da bei dieser Lokalisationsmethode ein konvertierter Farbstoff theoretisch nur einmal
detektiert wird, wiirde das Auftreten einer Dimerschulter, wie zuvor beschrieben, eher
vorteilhaft sein, weil hierbei ein zeitliches Repertoire an konvertierbaren einzelnen Cy7-
Farbstoffen, durch das Gleichgewicht von Monomeren und Dimeren, aufgebaut werden
wirde. Fir optimale Aufnahmebedingungen dieser Methode misste die Farbstoffdichte an
der Zielstruktur moglichst hoch sein und gleichzeitig die Markierungsart der Zielstruktur
moglichst klein sein. Somit koénnten als Folgeexperimente Cy7- bzw. Cy5-gekoppelte
Dendronstrukturen (Abb. 12) genutzt werden, um diese Art der photoinduzierten
Lokalisationsmikroskopie zu optimieren. Diese Dendronstrukturen kénnten via Klick-Chemie
an eine Zielstruktur in hoher Dichte angebracht werden, und wiirden durch ihren geringen
Abstand der Farbstoffe zueinander (Abb. 12) wahrscheinlich zu H-Dimer Formationen der
Farbstoffe flihren, was ein zeitliches Repertoire der Photokonvertierung erméglichen wiirde.
Als Zielstruktur konnte eventuell TCO-modifiziertes Phalloidin genutzt werden, um das dichte
zellulare Aktinnetzwerk, beispielsweise in COS7-Zellen, zu markieren. Dennoch bleibt hier der
beschriebene DNA-PAINT Ansatz als vielversprechenste Lokalisationsmikroskopiemethode zu
erwahnen, da in relativ kurzer Zeit viele einzelne konvertierbare Cyanin-gekoppelte
Belichtungsstrange an der Zielstruktur binden koénnen wund das Repertoire an
Belichtungsstrangen, durch die hohe Konzentration dieser in Losung, sehr hoch ist. Kleinere
Optimierungen dieser Methode, vor allem in Hinblick auf die Pufferbedingungen und die
Photokonvertierungseffizienz, kénnten diese Methode noch weiter beschleunigen und
verbessern. Des Weiteren musste noch abschlieRend analysiert werden, welchen chemischen

Beitrag die jeweiligen Pufferbedingungen, beispielsweise CAPSO oder Histidin, leisten, um zu
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verstehen wieso die Effizienz der photoinduzierten Umwandlung bzw. Verkiirzung der Cyanine
unter diesen Bedingungen ansteigt. Dennoch muss bei Experimenten mit Cyaninfarbstoffen,
vor allem bei Energielibertragungsexperimenten wie FRET-Analysen, dieser Mechanismus der
Blauverschiebung von Cyaninfarbstoffen bericksichtigt werden, um Fehlinterpretationen zu
verhindern. Um dies minimieren bzw. auszuschlieRen und damit die Reaktion von Cyaninen
mit Singulett-Sauerstoff in Losung zu unterdriicken, konnten allerdings Pufferbedingungen mit

Antioxidationsmitteln oder Sauerstoffentzugssystem gewahlt werden.

5.2 Photophysikalisches Verhalten mehrfach markierter Antikorper unter dSSTORM-
Bedingungen
In dieser Arbeit konnten sekundare IgG-Antikorper mit diversen Farbstoffkopplungsgraden
generiert werden. Hierbei wurden primare Amine der zuganglichen Lysinaminosauren der
Antikorper GUber NHS-Reaktionen mit Farbstoff kovalent gekoppelt. Dabei lassen sich diese
Kopplungsgrade wahrscheinlich nicht exakt reproduzieren, da ein solcher sekundarer 1gG-
Antikorper typischerweise bis zu ~ 80 Lysine beinhaltet, die dabei in groRer Zahl auch
oberflachenexponiert sind [76]. In der vorliegenden Arbeit konnten Al647-Kopplungsgrade
von ~ 1,1, ~ 2,1, ~ 4,1 und ~ 8,3, sowie Cy5-Kopplungsgrade von ~ 1,1 und ~ 3,7 generiert
werden. Dabei ist zu beachten, dass die angegebenen Kopplungsgrade der
Antikorperlésungen nicht exakt sind, sondern die jeweiligen Antikorperldsung eine Vielzahl an
Kopplungsgraden beinhalten, die einer Poisson-Verteilung folgen [31]. Dariiber hinaus ist
weitestgehend bekannt, dass Cyaninfarbstoffe, wenn sie sich in rdumlicher Nahe befinden, je
nach Orientierung der jeweiligen Dipole, Aggregate aus H— oder J-Dimeren ausbilden kdnnen
(Abb. 4) [77, 78]. Die verwendeten IgG-Antikorper weisen dabei gewohnlich eine GrolRe von ~
10 nm auf [28]. Hierbei steigt, bei diesen Dimensionen des genutzten Antikdrpers, mit
steigendem Kopplungsgrad auch die Wahrscheinlichkeit der Farbstoffinteraktionen an, was
auch in den spektroskopischen Ergebnissen zu den gekoppelten Antikdrpern zu sehen ist (Abb.
22). Die Starke der Verschiebung der jeweiligen Spektren der Dimere bzw. die Bildung der
Dimere hangt dabei neben den Dipolorientierungen auch stark von der jeweiligen Distanz (R)
zwischen den Farbstoffen ab (R?) [43, 44]. Die in dieser Arbeit analysierten Kopplungsgrade
weisen mit steigendem Kopplungsgrad H-Dimere auf, deren Emission im Ensemble stark

unterdriickt ist (Abb. 4). Dabei ist zu erkennen, dass Cy5 gekoppelte Antikorper, hdoheren
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Kopplungsgrades, eine starkere H-Dimer Absorption aufweisen, als die jeweiligen Spektren
der Al647 gekoppelten Antikorper. Dies ist vermutlich auf die hohere Loslichkeit der Al647
Farbstoffe in wassrigem Milieu zurickzufiihren, die zwei Sulfonsdureseitenketten mehr
besitzen als der Cyaninfarbstoff Cy5. Die Cyaninfarbstoffe sind dartiber hinaus aber strukturell
und spektroskopisch nahezu identisch (Abb. 22). Je hoher diese H-Dimer Absorption im
Spektrum ausfallt, desto niedriger ist die Intensitat der jeweiligen Emission im Ensemble. Dies
ist auch in der Fluoeszenzquantenausbeute zu sehen, die bei den Al647 gekoppelten
Antikorpern niedriger Kopplungsgrade leicht ansteigt, bevor diese mit steigendem
Kopplungsgrad drastisch fallt, was auf die Formation von H-Dimeren zuriickzufihren ist. Die
Ausbildung dieser H-Dimere ist dabei nicht auf intermolekulare Wechselwirkungen zwischen
den Antikorpern zuriickzufiihren und damit nicht konzentrationsbedingt, sondern aufgrund
von Wechselwirkungen zwischen den Farbstoffen am selben Antikorper ausgeldst (Abb. 23 A).
Diese starken Farbstoffwechselwirkungen sind dabei auch in den Messungen der
Fluoreszenzlebenszeit zu sehen (Abb. 22). Hierbei weisen Antikdrper mit einem niedrigeren
Al647 Kopplungsgrad (~ 1,1 und ~ 2,1), im Vergleich zur Referenz des ungebundenen Al647
Farbstoffes (monoexponentielle Anpassung), eine etwas komplexere Abklingkurve
(biexponentielle  Anpassung) und eine erhdohte amplitudengewichtete mittlere
Fluoreszenzlebenszeit auf (Abb. 22 A). Dieses Phanomen ist auch bei Cy5 gekoppelten
Antikdrpern mit niedrigem Kopplungsgrad zu beobachten (Abb. 22 B). Dieses Verhalten ist fur
Cyaninfarbstoffe bereits bekannt und vermutlich auf eine verdanderte Wahrscheinlichkeit der
cis-trans Isomerisierungsiibergange nach Proteinkopplungen zuriickzufiihren [79, 80]. Hierbei
wurden die Abklingkurven aller Kopplungsgrade mit einer biexponentiellen Funktion
angepasst. Die mittlere amplitudengewichtete Fluoreszenzlebensdauer fallt dabei fir
steigende Al647 Kopplungsgrade stark ab, wahrend die mittlere Fluoreszenzlebensdauer eines
hoheren Cy5 Kopplungsgrades, einen zum freien Cy5-Farbstoff dhnlichen Wert erreicht. Dieser
Abfall der mittleren Fluoreszenzlebenszeit mit steigendem Kopplungsgrad ist auf
Fluoreszenzldschereignisse zwischen den Farbstoffen zurlckzufiihren. Wie komplex diese
Loschereignisse sind, ist auch in den jeweiligen Fluoreszenzkorrelationskurven zu sehen (Abb.
24). Dort zeigt die Referenz des freien ungebundenen Al647 Farbstoffes neben der
Diffusionszeit nur eine weitere Amplitude. Diese Amplitude ist auf die farbstofftypische cis-
trans Isomerisierung zurlickzufiihren [80]. Bei den restlichen AlI647 Proben steigender

Kopplungsgrade ist dahingegen ein komplexes Verhalten meherer Amplituden zu beobachten,
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die schwierig zu interpretieren sind. Diese Amplituden sind neben der Dimerisierung der
Farbstoffe am Antikorper auch auf komplexe Fluoreszenzléschprozesse aufgrund von starken
und schwachen Farbstoffinteraktionen zuriickzufiihren. Daneben weisen auch Messungen der
Fluoreszenzanisotropie auf Energielibertragungsprozesse zwischen den gekoppelten
Farbstoffen hin. Hier steigt die Polarisation der Emission bei niedrigen Al647 Kopplungsgraden
an (Abb. 25). Dies ist vermutlich auf bestimmte Wechselwirkungen des Farbstoffes mit den
Aminosauren des Antikorpers zurlickzufiihren. Fir steigende Kopplungsgrade fallt der
errechnete Wert der Fluoreszenzanisotropie ab, was auf Energielibertragungen zwischen den
am Antikorper gekoppelten Farbstoffen zurlickzufiihren ist, was zu einer Depolarisation des
Fluoreszenzlichtes flihrt. Hierbei werden dhnliche Werte fiir héhere Kopplungsgrade erzielt,
wie bei einem ungebundenen Farbstoff, der frei rotieren kann. Dies ist neben den Werten der
mittleren Fluoreszenzlebenszeit ein starker Hinweis darauf, dass sich Antikorper hoheren
Kopplungsgrades, bis auf einzelne  Ausnahmen, in einfachen neutralen
Salzpufferbedingungen, wie ein  multichromophores System aus miteinander
kommunizierender Farbstoffe, verhalten. In dieser Arbeit wurde ebenso gezeigt, dass dieses
Verhalten der Kopplungsgrade fiir Fluoreszenzaufnahmen bzw. bildgebende
Fluoreszenzlebenszeitaufnahmen vorteilhaft genutzt werden kann (Abb. 26). Dabei ergeben
sich die Vorteile, dass einerseits hier keine chromatische Aberration auftritt, da derselbe
Farbstoff genutzt wird, und andererseits mit nur einer Anregungswellenlange in einer
einfachen Phosphat gepufferten Salzlosung neutralen pH-Wertes gemessen werden kann.
Dennoch ist zu erkennen, dass hohere Kopplungsgrade zu einem Anstieg des
Hintergrundsignals, aufgrund unspezifischer Bindungen der Antikorper, fihren (Abb. 26 und
Abb. 27) [31]. Diese unspezifisch bindenden Antikérper hoherer Kopplungsgrade zeigten dabei
eine hohere mittlere amplitudengewichtete Fluoreszenzlebensdauer, als spezifisch
gebundene Antikorper (Abb. 26), was die Interpretation und Unterscheidung der
verschiedenen Zielstrukturen erschweren kann. Dennoch konnten aufgrund der stark
unterschiedlichen mittleren amplitudengewichteten Lebenszeiten zwischen Antikérpern
hoheren und niedrigeren Kopplungsgrades, diverse zellulare Zielstrukturen spezifisch

immunomarkiert und anhand ihrer Lebenszeit getrennt abgebildet werden (Abb. 26) [24].

Unter Photoschaltbedingungen verhalten sich die Farbstoffe diverser Kopplungsgrade aber
wie einzelne Farbstoffe. Hierbei werden unter thiolhaltigen Bedingungen scheinbar

Farbstoffwechselwirkungen und Farbstoffinteraktionen, wie die Formation von H-Dimeren,
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destabilisiert (Abb. 23 B). Dies zeigen die Einzelmolekiildaten der zeitlichen Verfolgung der
Fluoreszenzeigenschaften der Antikorper diverser Kopplungsgrade der dSTORM-Daten
gemessen im Weitfeld. Hier unterscheiden sich die analysierten Werte der
Fluoreszenzintensitaten, Anzeiten und Auszeiten der Emitter, sowie die Werte der
Lokalisationsgenauigkeit der Emitter der unterschiedlichen Kopplungsgrade nicht (Tabelle 3
und Tabelle 4), was in starkem Kontrast zu den Ensembledaten unter einfachen neutralen
Salzpufferbedingungen steht. Unter Sauerstoffentzugssystem werden hier die langsten
Auszeiten der Emitter erzielt, was auf die Reduktion der molekularen Sauerstoffkonzentration
in Losung zuriickzufuhren ist, der als Triplettloscher der Cyaninfarbstoffe fungiert [15, 16].
Unter UV-Belichtungen mit Sauerstoffentzugssystem im Photoschaltpuffer werden Auszeiten,
dhnlich zu MEA-haltigen Pufferbedingungen ohne Sauerstoffentzugssystem, erreicht. Dies ist
auf die schnellere Reaktivierung der im Auszustand befindlichen Farbstoffe bei ~ 405 nm
zurlickzufiihren, da dieser Zustand bei dieser Wellenlange anregbar ist, wodurch die
Farbstoffe wieder in ihren normalen, im roten Farbspektrum anregbaren, Zustand
zuriickgefihrt werden [15, 16]. Die bildbasierte Bestimmung der Auflosung mittels Fourier-
Ringkorrelation zeigt fur alle Aufnahmebedingungen der Mikrotubulimessungen relativ
ahnliche Werte, wobei fir héhere Kopplungsgrade die hochsten Werte und damit die
niedrigste Auflosung bestimmt wurde, was auf ein hoheres Hintergrundsignal durch
unspezifische Antikérperbindungen mit der Oberflache zurlickzufiihren ist. Niedrigere
Kopplungsgrade zeigen dahingegen, mit FRC-Werten um ~ 20 nm, die hochste bildbasierte
Auflésung. Diese bildbasierte Auflosungsbestimmung wurde fiir die Einzelmiloberflachen
nicht durchgefiihrt, da hier keine Struktur fir die Bestimmung dieser vorhanden war. Hier
wurde lediglich die Lokalisationsgenauigkeit bestimmt, deren Auflésung hiermit ebenso
abgeschatzt werden kann. Hier zeigt die Lokalisationsgenauigkeit fiir alle Kopplungsgrade sehr
ahnliche Werte. Dieses Verhalten unter Photoschaltbedingungen und dem damit
einhergehende starken Kontrast dieses Verhaltens zu den Ensembledaten unter thiolfreien
Bedingungen konnte, wie im vorherigen Abschnitt erwahnt, ein Gleichgewicht aus
Monomeren und H-Dimeren, das sich in wassriger Umgebung einstellt, zugrundeliegen, was
literaturbekannte Studien belegen [74, 75]. Dabei werden bevorzugt Al647 Farbstoffe im
monomerischen Zustand aufgrund des hoheren molaren Extinktionskoeffizienten (€) angeregt
[81]. Hierdurch werden angeregte monomerische Al647 Farbstoffe aus dem Monomer-Dimer

Gleichgewicht entfernt und (iber Interkombination (engl. Intersystem crossing, ISC) in einen
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Triplett-Zustand Uberfiihrt, der durch Reaktion mit Thiolen in einen langlebigen “Auszustand”
Uberfihrt werden kann [82, 83]. Da die Lebenszeit des “Auszustandes” des Al647 Farbstoffes
~ 1000-fach hoher liegt als die des “Anzusandes”, wird dieser Zustand des Farbstoffes unter
dSTORM-Bedingungen verstarkt angehauft, bevor dieser wieder in den absorptionsfahigen
Grundzustand Uberfihrt wird. Unter thiolfreien Bedingungen ist dies nicht der Fall, hier wird
die Emissionsfahigkeit vorwiegend durch das Gleichgewicht aus Monomeren und
fluoreszenzunfahigen H-Dimeren bestimmt. Dies zeigen auch die
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiedaten. Zur Weiteren Analyse und Interpretation dieses
Verhaltens wurden konfokale Punktmessungen einzelner gekoppelter Antikorper
durchgefiihrt und die Photonenkoinzidenz der ankommenden Photonen bestimmt. Um die
Aufnahmezeit unter thiolfreien Bedingungen zu erhohen und die Photostabilitat der
gekoppelten Cyaninfarbstoffe zu steigern, wurde Sauerstoff enzymatisch aus der Losung
entfernt und dariber hinaus ein Reduktions — Oxidations Puffersystem bestehend aus
Trolox/Troloxquinon verwendet [84, 85]. Die Daten der Oligonukleotidmessungen in
Trolox/Troloxquinon-Puffern und in Photoschaltpuffer zeigten, dass die Systemkonfiguration
fiir Photonenkoinzidenzbestimmungen sensitiv genug und daher geeignet ist (Abb. 28). Unter
troloxhaltigen Bedingungen zeigte sich, dass niedrigere Kopplungsgrade ein klassisches
Verhalten der Fluoreszenzintensitat zeigten. Dabei waren einmalige Photobleichschritte (DOL
~ 1,1) oder zweifache Bleichschritte (DOL ~ 2,1) zu erkennen mit entsprechenden
Photonenkoinzidenzwerten von einfachen Farbstoffen bzw. zwei Farbstoffen (Abb. 30).
Dariiber hinaus konnten auch vereinzelt vierfache Bleichschirtte beim Kopplungsgrad 4,1
beobachtet werden, mit absinkenden Photonenkoinzidenzwerten je Bleichschritt (Abb. 31 A
und 31 B). Diese Verhalten spricht fiir ein unabhangiges Fluoreszenzverhalten der Farbstoffe
und keine Farbstoffinteraktion. Dies ist fiir den Kopplungsgrad von ~ 1,1 und ~ 2,1 auch zu
erwarten und kann je nach Kopplungsort am Antikorper zu einer gewissen Wahrscheinlichkeit
auch beim Kopplungsgrad von ~ 4,1 auftreten. Vermehrt wurde unter dieser Pufferbedingung
fiir héhere Kopplungsgrade aber ein durchaus komplexes zeitliches Fluoreszenzverhalten aus
stark fluktuierenden Fluoreszenzintensitaten registriert und damit keine klaren Bleichschritte
beobachtet (Abb. 30). Dabei zeigen die Werte der Photonenkoinzidenzen, dass
durchschnittlich mehr als zwei Farbstoffe gleichzeitig emittieren, was fir ein
multichromophores System spricht (Abb. 30) [29, 86, 87, 88]. Des Weiteren zeigten allerdings

einige der Fluoreszenztrajektoren der hoheren Kopplungsgrade ein starkes Fluktuieren der
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Fluoreszenz zu Beginn der Messung, bzw. Uber die gesamte Messzeit, das stark an ein
Blinkverhalten wie unter Photoschaltpuffern erinnert (Abb. 31 C und 31 D). Diese Trajektoren
zeigten sowohl beim Kopplungsgrad ~ 4,1, als auch beim Kopplungsgrad ~ 8,3 eine niedrige
Photonenkoinzidenzrate, was fiir nur 1 — 2 zeitgleich emittierende Farbstoffe spricht (Abb. 31
C und 31 D). Zusammen mit den Daten der Anisotropiemessungen weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dass hier, aufgrund der GréRe der Antikdrper und des hohen Kopplungsgrades,
Farbstoffe lokal angehauft sind, und damit miteinander kommunizieren kénnen [89]. Hierbei
kdnnen strahlungslose Energielibertragungsprozesse eines angeregten Farbstoffes auf einen
benachbarten Farbstoff stattfinden. Diese Annihilationsprozesse kénnten hier von S1 zum Ty
oder auch von Si zum S; eines sich im Interaktionsabstand befindlichen Farbstoffes
stattfinden, wenn diese Zustande in Resonanz sind (Abb. 2), was in nur einem emittierenden
Farbstoff resultieren wirde [29]. Daneben konnen auch strahlungslose elektronische
Energietransfere eines angeregten Farbstoffes auf einen sich im Grundzustand befindlichen
Farbstoff stattfinden. Dies ist sowohl von der Distanz (R®) zwischen den beteiligten
Farbstoffen, als auch vom Winkel zwischen den Dipolmomenten und vom
Uberlappungsintegral der Farbstoffe abhinging (Abb. 3A). Da die beteiligten Farbstoffe eine
geringe Stokes — Verschiebung aufweisen, ist das Uberlappungsintegral ausreichend hoch,
sodass hier “Homo”-FRET auftreten konnte, wie es auch in der pflanzlichen Natur in
Lichtsammelkomplexen vorkommt [29, 86, 87, 90]. Diese Prozesse wirden die
Wahrscheinlichkeit mehrerer simultan emittierender Farbstoffe reduzieren, was die niedrigen
Photokoinzidenzwerte bei hoéherem Kopplungsgrad, sowie das auftretende schnelle
Intensitatsfluktuieren der Fluoreszenztrajektoren, erklart. In Photoschaltpuffer zeigt sich fir
niedrige Kopplungsgrade (DOL ~ 1,1 und ~ 2,1) ein durchaus charakteristisches Blinkverhalten
der Fluorophore, die ebenso niedrige Photokoinzidenzwerte aufweisen (Abb. 30). Die
Kopplungsgrade ~ 4,1 und ~ 8,3 zeigen dahingegen wiederrum ein komplexes stark
fluktuierendes Intensitats- und Blinkverhalten, weisen allerdings, im Kontrast zu den Werten
der Troloxmessungen, niedrige Photonenkoinzidenzwerte auf (Abb. 30). Dies spricht ebenso
flir wenige simultan emittierende Fluorophore und Annihilationsprozesse der Farbstoffe.
Dariiber hinaus zeigen diese hoheren Kopplungsgrade in Photoschaltpuffer vor allem zu
Beginn der konfokalen Messungen ein regelrechtes Feuerwerk an Blinkereignissen, die
allerdings ebenso einen niedrigen Photonenkoinzidenzwert aufweisen. Dieses extreme

Blinkverhalten kann in den Weitfeldaufnahmen nicht beobachtet bzw. detektiert werden, da
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einerseits die zeitliche Sensitivitat geringer ist und hier andererseits vor den Messung die
Farbstoffe, vor allem bei Stukturen hoherer Farbstoffdichte, wie beispielsweise bei den
immunomarkierten Mikrotubuliaufnahmen, erst einige Sekunden bis Minuten, fir ein
Gleichgewicht aus “An-“ und “Auszustand” der Farbstoffe, belichtet werden miissen, damit
qualitativ hochwertige, Schaltartefakt — freie, Aufnahmen generiert werden kénnen. Durch
das Verpassen dieser schnellen Blinkereignisse im Weitfeld, wiirden damit alle Aufnahmen
ahnliche Ergebnisse und Werte generieren, da bei hdheren Kopplungsgraden vor allem zu
Beginn durch Energielbertragungsprozesse bzw. permanente Anregung schon einige
Farbstoffe zerstort sein kénnten. Dieses schnelle Blinkverhalten hoherer Kopplungsgrade
konnte, neben den bereits erwdhnten Annihilationsprozessen, auch auf
Photoaktivierungsprozesse, von sich im Auszustand befindlichen Fluorophoren,
zuriickzufiihren sein. Auch wenn mehrere Farbstoffe zeitgleich im angeregten Zustand sind,
kdnnte die Energie auf einen Farbstoff niedrigeren Energieniveaus Ubertragen werden, was
zusammen mit den bereits erwdhnten Prozessen die Wahrscheinlichkeit simultaner
Emissionen mehrerer Farbstoffe weiter verringern wiirde. Diese Ergebnisse zeigen ebenso,
dass qualitativ hochwertige dSTORM-Aufnahmen mit niedrigen Kopplungsgraden generiert
werden kénnen, wohingegen bei hohere Kopplungsgrade, die Wahrscheinlichkeit des
Blockens der Bindungsepitope steigt, was vermehrt zu unspezifischen Bindungen der
Antikorper und damit verbunden zu vermehrten Hintergrundsignal fiihrt. Darliber hinaus
zeigen hohere Kopplungsgrade ein komplexes Blinkverhalten resultierend aus
Annihilationsprozessen interagierender Farbstoffe, was dazu flihrt, dass diese
Kopplungsgrade unter dSSTORM-Bedingungen ein Feuerwerk an Blinkereignissen zu Beginn der
Messung zeigen. Diese Ereignisse konnen im Weitfeld nicht erfasst werden, sodass durch
Farbstoffzerstorung schon nach wenigen Sekunden bis Minuten keine Unterschiede mehr zu
niedrigen Kopplungsgraden im Bezug auf die Fluoreszenzintensitdit und die “An-“ und
“Auszeit” der Farbstoffe ersichtlich sind. Da die Abstiande zwischen den gekoppelten
Fluorophoren, aufgrund der Vielzahl an oberflachenexponierten Lysinen [76], unbekannt ist,
kénnen hier keine spezifischen Aussagen zu den Loschungs- bzw.
Energielibertragungsprozessen getroffen werden, die zum spezifischen Blinkverhalten zu
Beginn der Messungen unter konfokalen dSTORM-Bedingungen und zur drastisch
Fluoreszenzlebenszeiterniedrigung hoher Kopplungsgrade beitragen. Allerdings geben

Analysen des im nachsten Abschnitt diskutierten definierten Systems Aufschluss lber die
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komplexen Loschereignisse, die zu diesen Phanomenen fiihren kénnen, und vermutlich auch
hier eine entscheidente Rolle spielen. Daneben konnen diese Annihilationsprozesse hoherer
Kopplungsgrade allerdings in thiolfreien Puffern vorteilhaft flir Mehrfarbenaufnahmen
genutzt werden, wenn man diese Farbstoffe bzw. gekoppelten Antikorper in Bezug auf die

jeweilige spezifische Fluoreszenzlebenszeit analysiert (Abb. 26).

5.3 Analyse abstandsabhangiger photophysikalischer Effekte von
Cyaninfarbstoffen unter dSTORM-Bedingungen im sub-10 nm Bereich
Zur Analyse des Blinkverhaltens sich annahernder Cyaninfarbstoffe im sub-10 nm Bereich
wurden erfolgreich DNA-Origami Konstrukte synthetisiert (Abb. 33 und Abb. 34). Dabei
wurden jeweils vier Cy5 gekoppelte Oligosequenzen im Abstand von 18 nm, 9 nm, 6 nm und
3 nm quadratisch eingebaut (Abb. 33). Da die Konzentration der jeweiligen hybridisierten
Origamilésungen maximal ~ 10 nM betrug, wurden hiervon keine Ensembledaten zur Analyse
aufgenommen, da die Konzentration flr aussagekraftige Daten zu gering war. Daher wurden
die hybridisierten Origamis auf Einzelmolekilebene im Weitfeld und konfokal sowohl unter
dSTORM-Bedingungen, als auch unter photostabilisierenden Bedingungen analysiert. Die
jeweiligen zu analysierenden Origamis diverser Farbstoffabstande wurden dabei via Avidin-
Biotin Bindung auf gereinigten, Serumalbumin-praparierten, GlaRoberflachen immobilisiert.
Im Weitfeld konnten die DNA-Origami Konstrukte unter dSTORM-Bedingungen mit einem
Interfluorophorabstand von 18 nm erfolgreich aufgel6st werden, sodass vier klar separierte
Fluoreszenzpunkte im Abstand von ~ 20 nm zu beobachten waren (Abb. 35). Die Konstukte
der Farbstoffabstande < 9 nm konnten hingegen nicht aufgelost werden, da hier die
rekonstruierten Fluoreszenzpunkte miteinander verschwimmen bzw. verschmieren (Abb. 35).
Dies lasst sich auch aus der Lokalisationsgenauigkeit dieser Mehtode ableiten (Abb. 40). Des
Weiteren war bei den Aufnahmen des 18 nm Konstruktes ersichtlich, dass nur wenige
aufgeloste 4er Origamikonstrukte zu sehen waren, was auf wenige Origami Konstrukte
hinweist, die jeweils 4 Farbstoff-gekoppelte Oligonukleotidsequenzen inkorporiert haben
(Abb. 35) [91, 92, 93]. Dies ist auch aus den Daten des Fluoreszenzverhalten der Origami
Konstrukte zu sehen (Abb. 36 und Tab. 5). Hier lagen die Auszeiten des 18 nm und 9 nm
Origami Konstruktes ~ 2,6-fach niedriger als die entstrechenden Daten der Auszeit des

Referenz-Origami Konstrukts. Die Daten der Blinkereignisse fiir das 18 nm und 9 nm DNA-
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Origami Konstrukt implizierten mit ~ 4,5 (Medianwerte) nahezu vollstandig 4fach markierte
DNA-Origami Konstrukte, da theoretisch ein ~ 4 mal hoherer Wert der Blinkereignisse bei
diesen Abstanden im Vergleich zur Referenz zu erwarten ist (Tab. 5). Im Hinblick auf die
Histogramme der entsprechenden Daten der Blinkereignisse ist zu erkennen, dass die
Verteilung der jeweiligen Konstrukte ein relativ breites Spektrum aus mehreren Spitzen
aufweist. Dies weist hier allerdings auf DNA-Origami-Subpopulationen hin, die teilweise nur 2
— 3 Cy5 gekoppelte Oligonukleotidsequenzen inkorporiert haben und nur wenige 4-fach Cy5
markierte DNA-Origami Konstrukte vorliegen (Abb. 36). Vergleicht man die jeweiligen
Maximalwerten der Histogramme der Blinkereignisse des 18 nm, 9 nm und des Referenz DNA-
Origami Konstrukts (Abb. 36), dann fallt auf, dass das 18 nm und 9 nm DNA-Origami Konstrukt
einen ~ 2,3-fach bzw. ~ 3-fach héheren Wert an Bindungsereignissen besitzt als das
Referenzkonstrukt. Dies spiegelt, zusammen mit den Werten der jeweiligen Auszeiten, die
mittlere Anzahl an inkorporierten Cy5-Oligonukleoditsequenzen, die damit im Mittel nicht
vierfach markiert sind. Bei niedrigeren Abstanden (6 nm und 3 nm) treten hier allerdings
photophysikalische Effekte auf, die dazu fUhren, dass die Blinkereingisse der 6 nm DNA-
Origami Konstrukte um ~ 9,4 (Median) und die Werte des 3 nm Origami Konstrukt um ~ 2,7
(Median) hoher liegen als die entsprechenden Werte der Referenz (Tab. 5). Dies ist auch an
der breiten Histogrammverteilung (6 nm) der Blinkereignisse zu erkennen, wobei die
Verteilung des 3 nm Konstrukts sehr steil abfallt (Abb. 36). Darauf weisen auch die
entsprechenden Werte der Auszeiten der 6 nm und 3 nm DNA-Origami Konstrukte hin, da hier
die Auszeit der 6 nm Konstrukte ~ 6,5-fach niedriger liegt als die Referenz, bei einem
Interfluorophorabstand von 3 nm leicht ansteigt und damit nur noch ~ 3,8-fach niedriger liegt
als die Werte der Auszeit der Referenz (Tab. 5). Theoretisch ist hier zu erwarten, dass die
Auszeit mit sinkenden Abstand entsprechend weiter abnimmt. Aus der Histogrammuverteilung
der Auszeit des 3 nm Origami Konstruktes, ist zu erkennen, dass hier das Maximum der
Verteilung nahe 0 liegt, sodass hier im Weitfeld die Auszeiten des 3 nm DNA-Origami
Konstruktes wahrscheinlich, mit einer zeitlichen Auflésung von 5 ms, nicht genau bestimmt
werden kdnnen (Abb. 36). Dafiir spricht auch die optische Wahrnehmung wahrend der
Aufnahme der 3 nm DNA-Origami Konstrukte, bei denen zu Beginn der Messung (und wahrend
dem Fokusieren der Probe vor der Messung unter schwacher Belichtung) ein starkes
“Flackern” der Emitter zu erkennen war. Die Werte der Fluoreszenzintensitaten und der

Anzeiten der jeweiligen Emitter der DNA-Orgami Konstrukte wiesen dabei keinen grolRen
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Unterschied auf und waren nahezu identisch fiir alle Konstrukte. Betrachtet man die zeitlichen
Intensitatstrajektoren einzelner Fluoreszenzpunkte der Aufnahmen im Weitfeld, ist
ersichtlich, dass die DNA-Origami Konstrukte der 18 nm und 9 nm Interfluorophordistanzen
mehrfach markiert sind, da hier, im Vergleich zu Referenz, klar zu erkennen ist, dass die Anzahl
der Blinkereignisse dieser Origami Konstrukte um ein vielfaches héher ist (Abb. 37). Bei diesen
Abstanden ist eine Farbstoffinteraktion nicht zu erwarten, sodass hier lediglich das
Blinkverhalten der einzelnen inkorporierten Cy5 Farbstoffe zu erkennen ist. Die Intensitat der
Emission weillt hier ein einheitliches Niveau auf mit vereinzelten Anstiegen der
Fluoreszenzintensitaten. Dies konnte auf eine selten auftretende, gleichzeitige Emission von
zwei unabhadngigen Cy5 Farbstoffen hinweisen, wobei diese Ereignisse anhand der
Blinkspuren relativ selten auftreten (Abb. 37). Allerdings zeigte auch die Referenz, bei der nur
ein Cy5 gekoppelter Oligonukleotidstrang eingebaut ist, teilweise eine leichte Fluktuation der
Emissionsintensitat (Abb. 37). Betrachtet man die ensprechenden Fluoreszenztrajektoren der
6 nm DNA-Origami Konstrukte, ist eine stdrkere Fluktuation der Emissionsintensitat zu
erkennen (Abb. 37). Darlber hinaus ist teilweise zu erkennen, dass hier bei einem
Interfluorophorabstand von 6 nm ein “Flackern” und damit starkes Blinken zu Beginn der
Messung auftritt (Abb. 37). Dies spricht, wie bei der Analyse der mehrfach markierten
Antikorper, fur starke energetische Farbstoffinteraktionen. Bei Interfluorophorabstanden von
3 nm ist dieses Phdnomen bevorzugt zu beobachten (Abb. 37). Dies zeigte sich, wie bereits
erwdhnt, auch schon beim Fokusieren dieser Probe. Nach diesem Phanomen zeigt sich in den
entsprechenden Fluoreszenztrajektoren der Weitfeldaufnahmen nur noch ein seltenes
vereinzeltes Blinken der Farbstoffe (Abb. 37). Dies verfalscht bzw. verschmiert die analysierten
Daten des Fluoreszenzverhaltens der 3 nm und evtl. der 6 nm DNA-Origami Probe im Weitfeld
(Abb. 36 und Tab. 5), was erklaren wirde, dass beim 3 nm Origami Konstrukt die Auszeit, im
Vergleich zur 6 nm Probe, wieder ansteigt, da dieses “Flackern” bzw. starke Blinkverhalten
vorwiegend beim 3 nm Origami Konstrukt auftritt. Des Weiteren kdnnte die zeitliche
Auflosung der Weitfeldaufnahmen zu gering sein und/oder einzelne Fluorophore bereits vor
Beginn der Aufnahmezeit photozerstort worden sein, sodass auch deshalb das starke
Blinkverhalten nicht erfasst werden kann und die Daten hier durch fehlende bzw.
photozerstorte Fluorophore zuratzlich verschmiert werden. Im Vergleich dazu wurden auch
DNA-PAINT-Aufnahmen dieser DNA-Origami Konstrukte gleicher Abstdande durchgefiihrt. Bei

dieser Methode finden keine Fluorophorinteraktionen statt, da die Farbstoff-gekoppelten
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Belichtungsstrdnge einzeln an die Zielsequenz am DNA-Origami binden, und somit mit einer
relativ geringen Wahrscheinlichkeit mehrere gekoppelten Belichtungsstrange simultan am
DNA-Origami gebunden sind. Mit dieser Methode konnten DNA-Origami Konstrukte mit
einem Abstand von 18 nm und 9 nm teilweise aufgelést werden. Ab einem
Interfluorophorabstand von 6 nm verschwimmen die rekonstruierten Fluoreszenzpunkte
Uberwiegend, sodass die DNA-Origami Konstrukte mit einem Farbstoffabstand von 6 nm und
3 nm nicht aufgelést werden konnten (Abb. 38). Aufgrund der hoheren
Lokalistationsgenauigkeit dieser Methode kdonnen Interfluorophorabstande von 18 nm und 9
nm bestimmt und aufgelost werden (Abb. 38 und Abb. 40). Dabei zeigen die aus den
rekonstruierten Abbildungen bestimmten Abstiande eine Abweichung zu den theoretisch
berechneten Andockabstanden der konstruierten DNA-Origami Strukturen, wobei die
Lokalistationsgenauigkeit eine prazisere Abstandsbestimmung erlauben wirde. Die
Lokalistationsgenauigkeit spiegelt dabei nur die Abweichung der Bestimmung des
Masseschwerpunktes der PSF und ist dabei, vereinfacht ausgedriickt, iiberwiegend abhangig
von der Anzahl der eingefangenen Photonen und der Standardabweichung der PSF. Fir die
Abstandsbestimmung muss aber fiir diese Methode die Dimension des Andockstranges, mit
einer Lange von ~ 10 Basenpaaren (~ 3,4 nm), ebenso beriicksichtigt werden. Somit kann
theoretisch die Lokalistation eines rekonstruierten Emitters, neben der Dimension der
Lokalisationsgenauigkeit, zusatzlich um diesen Faktor variieren. Daher konnten auch mit
dieser Methode keine Origami Konstrukte ab einen Interfluorophorabstand von 6 nm
aufgelost werden. Des Weiteren ist auch hier ersichtlich gewesen, dass vermehrt 2 — 3
Fluoreszenzpunkte diverser Abstande vorhanden waren und eher selten DNA-Origami
Konstrukte mit vier Fluoreszenzpunkten zu erkennen waren. Dies spricht wiederrum fir
wenige vollstandig 4fach Farbstoff inkorporierte DNA-Origami Konstrukte [91, 92, 93]. Die
gute Auflosung der 18 nm und 9 nm DNA-Origami Konstrukte ist darauf zurlickzufiihren, dass
mit dieser Methode, im Vergleich zu den dSTORM-Aufnahmen, eine hohere
Lokalisationsgenauigkeit erzielt werden kann (Abb. 40). Die Zeit, in der Photonen an der
Zielstruktur eingefangen werden kénnen, ist hier von der Bindezeit der Farbstoff-gekoppelten
Oligonukleotidsequenzen abhdnging. Diese Zeit, in der der intakte Farbstoff im Fokus verweilt,
ist um den Faktor ~ 10 hoher als bei den dSTORM-Aufnahmen (Tab. 5 und Tab. 6). Demzufolge
konnen im Vergleich zu dSTORM, bei der die Photonenanzahl stark vom photochemischen

Verhalten der Emitter abhdngig ist, mehr Photonen eingefangen werden, was nach Gleichung

121



Diskussion

4 zu einer hoheren Lokalisationsgenauigkeit fihrt. Da die Sequenz des Farbstoff-gekoppelten
Belichtungsstranges eine Lange von 10 Basen besitzt, was mit den typischen bekannten DNA-
Parametern eine Lange von ~ 3,4 nm entspircht, ist dies unter anderem ein Kriterium, der die
Auflésung des 6 nm und 3 nm DNA-Origami Konstruktes zusatzlich limitiert. Somit konnten
mit dieser Methode DNA-Origami Konstrukte bis zu einem Abstand von maximal 9 nm
aufgelost werden. Darliber hinaus ist in den rekonstuierten Bildern der DNA-Origami
Konstrukte zu erkennen, dass mit der DNA-PAINT Methode, aufgrund der Zugabe der
Farbstoff-gekoppelten Belichtungsstrange zum Aufnahmepuffer, ein wesentlich hoheres
Hintergrundsignal vorliegt (Abb. 38). Mit Blick auf das Fluoreszenzverhalten der DNA-PAINT
Aufnahmen fallt auf, dass auch hier sowohl die Fluoreszenzintensitat, als auch die “Anzeit”
bzw. Bindezeit der Farbstoff-gekoppelten Belichtungsstrange fiir alle DNA-Origami Konstrukte
dhnlich ist (Abb. 39 und Tab. 6). Die “Auszeiten” sind dabei fir alle DNA-Origami Konstrukte
diverser Abstande, im Vergleich zur Referenzstruktur, geringer, unterscheiden sich aber
untereinander fir die diversen Abstinde kaum (Abb. 39 und Tab. 6). Die Anzahl der
Bindeereignisse der diversen Abstiande liegen hier jeweils hoher als beim DNA-Origami
Referenzkonstrukt, sind jedoch untereinander relativ dhnlich (Abb. 39 und Tab. 6). Da es hier
mit einer relativ hohen Wahrscheinlichkeit zu keinen simultanen Bindungsereignissen kommt,
ist eine Farbstoffinteraktion eher ausgeschlossen. Somit sollten sich die ermittelten Werte der
Auszeit und der Bindungsereignisse der diversen Bindeabstande am DNA-Origami auch nicht
unterscheiden bzw. relativ dhnlich sein. Allerdings ist hier auch ersichtlich, dass fiir die
jeweiligen Abstdnde, Giberwiegend keine perfekten 4-fach Bindestrang-gekoppelten DNA-
Origami Konstrukte vorliegen, sondern, entsprechend dem Histogramm der Auszeit bzw. der
Bindeereignisse, lediglich 2 — 3 Bindestrange je DNA-Origami Konstrukt gekoppelt sind. Dieses
Ergebnis kann theoretisch auch auf die direkt Cy5 gekoppelte Origami Konstrukte der
dSTORM-Aufnahmen Ubertragen werden und somit vermutlich ebenfalls davon ausgegangen
werden, dass im Durchschnitt nur 2 - 3 Farbstoffe am jeweiligen Konstrukt vorhanden sind
und nur wenige “perfekte” 4-fach markierten Origami Konstrukte vorliegen. Theoretisch
konnen aber auch Ileicht unterschieliche Inkorporationseffizienzen aufgrund der
unterschiedlich gekoppelten Molekiile (Cy5-gekoppelte Oligonukleotidsequenzen fiir
dSTORM  und TCO-gekoppelte Oligonukleotidsequenzen  fir  DNA-PAINT) am
Inkorporationsstrang des DNA-Origami Konstruktes vorliegen. Dabei kénnten Effekte

aufgrund einer niedrigen Kopplungseffizienz der Klick-Chemie (TCO-Tet) theoretisch
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ausgeschlossen werden [34, 36, 37, 38]. Dies fuhrt dazu, dass, ebenso wie bei den direkt Cy5-
gekoppelten Oligonukleotidsequenzen der DNA-Origami Konstrukten der dSTORM-
Messungen, direkt auf die Inkorporationseffizienz geschlossen werden kénnte und die
Effizienz der Inkorporation hier wahrscheinlich vergleichbar ist. Aus diesen Ergebnissen des
Fluoreszenzverhaltens der DNA-Origami  Konstrukte der zwei Einzelmolekil-
Lolakisationsmikroskopiemethoden ist dabei ersichtlich, dass unter dSTORM-Bedingungen
abstandsabhangige Fluorophorinteraktionen stattfinden, die das jeweilige Blinkverhalten der
Cyaninfarbstoffe in Photoschaltpuffer beeinflussen. Um dieses Phanomen weiter zu
analysieren und zu interpretieren, wurden, wie bei den mehrfach markierten Antikorpern,
konfokale Fluoreszenztrajektoren aufgenommen und sowohl die Photonenkoinzidenzwerte
zum Zeitpunkt t = 0, als auch die spezifische Fluoreszenzlebenszeit der jeweiligen Konstrukte
diverser Interfluorophorabstande bestimmt (Abb. 41). Dabei ist bei den Intensitatstrajektoren
ein ahnliches Blinkverhalten festzustellen, wie bei den Trajektoren der Weitfeldaufnahmen
(Abb. 37 und Abb. 41). Das Intensitatsniveau ist hier bei den Aufnahmen relativ dhnlich, mit
einigen Ausreilern bzw. Intensitatsanstiegen einiger Blinkereignisse der 18 nm, 9 nm und 6
nm DNA-Origami Konstrukte, wobei die Photonenkoinzidenzwerte bei allen Konstrukten
niedrig sind, was auf kein simultanes Emittieren zweier Cy5 Farbstoffe hinweist (Abb. 41). Des
Weiteren sind die Blinkereignisse der 18 nm, 9 nm und teilweise 6 nm Uber die gesamte
Aufnahmezeit relativ gleich verteilt. Die 3 nm DNA-Origami Konstrukte sind auch hier ein
Sonderfall, denn diese zeigen in den konfokalen Trajektoren ebenso wieder ein starkes
Blinkverhalten zu Beginn der Messung, gefolgt von nur noch wenigen einzelnen
Blinkereignissen wahrend der restlichen Aufnahmezeit (Abb. 41 und Abb. 42). Dies tritt auch
teilweise schon bei den 6 nm DNA-Origami Konstrukten, dhnlich wie im Weitfeld, auf (Abb.
42). Diese Phanomene des Blinkverhaltens kéonnten  auf  energetischen
Farbstoffwechselwirkungen hinweisen, die dabei stark vom Abstand zwischen den Molekiilen
abhadngen Dies zeigt auch die Analyse der Fluoreszenzlebenszeit der Blinkereignisse der
jeweiligen Konstrukte, die mit sinkenden Abstand ebenso abfdllt, was ein Indiz fir
Energielibertragungsprozesse zwischen den Farbstoffen ist (Abb. 41 und Tab. 7). Da die
Linkerabstande der direkt gekoppelten Cy5-Oligonukleotidsequenzen laut Hersteller ~ 1 - 2
nm betragen ist der Freiheitsgrad dieser direkt gekoppelten Farbstoffe an den diversen DNA-
Origami Konstrukten grol3. Theoretisch ware es also moglich, dass diese Farbstoffe bei einem

Interfluorophorabstand von 3 nm ebenso Aggregate wie bei den mehrfach markierten
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Antikdrpern ausbilden kénnten, wenn sich diese anndhern sollten. Eine Uberpriifung mittels
Ensemble-Absorptionsmessungen kann mit diesen DNA-Origami Proben allerdings nicht
durchgefiihrt werden, da die Konzentration dieser zu gering flir aussagekraftige Daten ist. Dies
konnte lediglich durch spektroskopische Messungen eines linearen doppelstrangigen DNA-
Systems gleichen Interfluorophorabstandes und gleicher Kopplungsmethode indirekt
Uberprift werden, da hier die Konzentration dieser kurzen linearen Oligonukleotidsequenzen
frei gewdahlt werden kann. Dieses Fluoreszenzverhalten des schnellen “Flackern” kdnnte
aufgrund von energetischen Fluorophorwechselwirkungen ausgeldst sein, die fiir diese
Proben wiederrum charakteristisch fir den Abstand der Fluorophore sind. Diese schnellen
Blinkereignisse zu Beginn der Messung, auch bei der photoinduzierten Entzerrung dieser
schnell fluktuierenden Blinkereignisse, weisen in allen Fallen einen niedrigen
Photonenkoinzidenzwert auf, was auf nur einen emittierenden Farbstoff hinweist (Abb. 42).
Damit fallt ein besonderes Augenmerk auf den kirzesten DNA-Origami
Interfluorophorabstand. Bei diesem Konstrukt wurde die Fluoreszenzlebensdauer tber die
gesamte Aufnahmezeit der Blinkereignisse bestimmt, sodass fiir jedes Blinkereigniss eine
mittlere amplitudengewichtete Fluoreszenzlebenszeit bestimmt werden konnte (Abb. 43).
Dabei ist auffillig, dass die Lebenszeit zu Beginn der Messung, wenn die schnellen
Blinkereignisse stattfinden, am niedrigsten ist (Abb. 43). Diese Fluoreszenzlebenszeit steigt
mit voranschreitender Messzeit kontinuierlich an und erreicht beim letzten Blinkereigniss hier
eine Fluoreszenzlebenszeit, die vergleichbar ist mit der Fluoreszenzlebensdauer von nicht
interagierenden Farbstoffen der 18 nm bzw. 9 nm DNA-Origami Konstrukte (Abb. 43 und Tab.
7). Demnach kommt es vor allem zu Beginn der Messung, wenn noch alle inkorporierten
Fluorophore im 3 nm Abstand intakt waren, zu starken Farbstoffinteraktionen, die die
Lebenszeit beeinflussen bzw. erniedrigen. Mit steigender Aufnahmezeit kommt es aufgrund
der Anregung bzw. Energielibertragungsprozessen zu Photozerstorungen, sodass hier die
Farbstoffinteraktionspartner wegfallen, was sich im Anstieg der Fluoreszenzlebenszeit
wiederspiegelt (Abb. 43). Auch unter thiolfreien Bedingungen ist ein komplexer
Fluoreszenzintensitatsverlauf der 3 nm DNA-Origami Konstrukte zu erkennen (Abb. 44). Dieses
Verhalten dhnelt dabei stark dem Blinkverhalten dieses Konstruktes unter dSTORM-
Bedingungen. Dabei ist zu erkennen, dass auch hier die Fluoreszenzlebenszeit, vor allem zu
Beginn der Messung stark erniedrigt ist (Abb. 44 A). Allerdings ist diese Fluoreszenzlebenszeit

bzw. die ausschlaggebende Komponente der Fluoreszenzlebenszeit unter thiolhaltigen
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Bedingungen niedriger (Abb. 44B) Des Weiteren ist auch eine weitere Amplitude der
korrelierten Intensitatsspur zu erkennen (Abb. 44B). Dies spricht fir zusatzliche
Interaktionsprozesse zwischen den Farbstoffen dieses DNA-Origami Konstruktes unter
dSTORM-Bedingungen, die zur Fluoreszenzlebensdauererniedrigung beitragen, was unter
troloxhaltigen Pufferbedingungen nicht auftritt. Betrachtet man einen freien Cy5 Farbstoff
bzw. freien Al647 Farbstoff (der spektroskopisch dahnlich zum Cy5-Farbstoff ist (Abb. 22C)),
dann ist unter korrelationsspektroskopischen-Bedingungen zu erkennen, dass dieser nur eine
weitere Amplitude besitzt (Abb. 24), was auf eine cis-trans Isomerisierung zurilickzufiihren ist,
wobei der cis-Zustand nicht fluoresziert [80]. Im Grundzustand (So) liegen alle Cy5 Farbstoffe,
aufgrund der hoheren Energiebarriere im Vergleich zum angeregten Zustand (Sn), in einer
trans-lsomerisierung vor [80]. Diese cis-trans Isomerisierungen finden vorwiegend im
angeregten Zustand (Sn) statt und liegt hier in wassriger Umgebung nahezu gleichverteilt vor
[80, 96, 97]. Dabei ist bekannt, dass dieser Si-cis-Zustand bei einer Wellenlange von ~ 675 nm,
mit einem rel. hohen Extinktionskoeffizienten (g), absorbieren kann und eine mittlere
Lebenszeit im Bereich von ~ 104 s besitzt [98]. Des Weiteren ist es moglich, dass der Cy5
Farbstoff im Laufe der Anregungszyklen in einen Triplett-Zustand (Tn) GUbergeht [16, 46, 82, 83,
98]. Von diesem Zustand ist ebenso bekannt, das dieser im Bereich von ~ 695 nm absorbieren
kann und ebenso eine Lebenszeit von ~ 10# s, mit einem niedrigeren Extinktionskoeffizienten
als der Si-cis-Zustand, besitzt [98]. Andere Puplikationen verweisen auf leicht andere Werte
dieser Si-cis- und Ti-trans Zustiande [96, 97]. Diese Triplett-Uberginge korrelieren dabei mit
den Anregungszyklen bzw. der Anregungsleistung [80]. Daher wurden die Korrelationskurven
durch den Selbstabgleich der jeweiligen konfokalen Trajektorenmessungen bestimmt, da hier
an diesem Fluoreszenzlebenszeitmikroskop eine ausreichende Anregungsleistung und
Sensitivitat der Detektoren gewahrleistet werden konnte. Die Absorptionswellenlange des S1-
cis Zustandes und des Ti-trans Zustandes (Uberlappen dabei sehr gut mit dem
Emissionsspektrum eines Si-trans Cy5 Farbstoffes [98]. Daher ist es durch die gute spektrale
Uberlappung méglich, dass hier Energielibertragungen via Resonanzenergietranfer effizient
stattfinden, die dabei die Fluoreszenzlebenszeit des Si-trans Cy5 beeinflussen kénnen. Da der
Si-cis- und Ti-trans Zustand eine rel. dhnliche Lebenszeit besitzen, sind diese in den
Korrelationskurven schwierig zu unterscheiden, aber Bestandteil der Amplitude der
korrelierten 3 nm DNA-Origami Kurve unter thiolfreien Bedingungen (Abb. 44B). Unter

Photoschaltbedingungen kdonnen diese Energielibertragungsprozesse auch auftreten (Abb.
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44B). Allerdings kommt es unter diesen thiolhaltigen Bedingungen zu Reaktionen mit dem Ti-
Zustand und zur Uberfiihrung dieses T1-Cy5 Farbstoffes in einen reduzierten Zustand bzw. in
einen stabilen Auszustand [16, 46, 82, 83, 98]. Dariber hinaus ist bekannt, dass dieser stabile
Auszustand ein relativ breites Absorptionsspektrum besitzt, das bei ~ 311 nm ein Maximum
aufweist [98]. Dieser Auszustand absorbiert allerdings auch zu einem geringen Teil bei einer
Wellenldange von ~ 647 nm und damit am Absorptionsmaximum des sich im Grundzustand
befindlichen Cy5-Farbstoffes [98]. Demnach kdnnen einerseits Cy5 Farbstoffe im Auszustand
theoretisch auch mit dem Anregungslicht angeregt bzw. in den Grundzustand (So) tUberfihrt
werden. Andererseits kdnnen diese Farbstoffe im Auszustand auch von einem Cy5 im S;i-trans
Zustand via Resonanzenergietransfer angeregt und in den Se-Zustand Uberfiihrt werden. Da
sich die Absorption dieses Auszustandes (iber einen groBen Bereich ersteckt und nur zu einem
geringen Teil beim Absorptionsmaximum des So-Cy5 absorpiert, miisste die Effizienz der
Energielibertragung auf den Auszustand gering, aber dennoch ausreichend fir kurze
Interfluorophorabstiande sein [98]. Diese Photoaktivierung koénnte sowohl zu einer
Verkiirzung der Fluoreszenzlebensdauer des Si-trans Zustandes, als auch zu einer Verkiirzung
der Lebenszeit des Auszustandes fiihren. Dieser Energielibertragungsprozess kénnte die
zusatzliche Amplitude der korrelierten Kurve, die zusatzliche starke Verkirzung der
Fluoreszenzlebenszeit und die schnell fluktuierenden Intensitdtsverlaufe zu Beginn der
Messung kurzer Interfluorophorabstiande unter dSTORM-Bedingungen erklaren (Abb. 44).
Dies wiirde aber die Wahrscheinlichkeit der Farbstoffe im Anzustand (Sn) erhéhen, wobei
dabei auch die Wahrscheinlichkeit hoéherer Photonenkoinzidenzwerte steigt, da diese
Farbstoffe wiederrum weitere Farbstoffe im Auszustand anregen kénnten. Alle analysierten
Daten unter dSTORM-Bedingungen zeigten allerdings niedrige Photonenkoinzidenzwerte und
damit keine simultan aktiven Cy5 Farbstoffe. Wenn mehrere Farbstoffe im Si-Zustand
verweilen wirden, kénnte theoretisch Singlet-Singlet Annihilation oder Energie-Hopping
(homo-FRET) stattfinden. Dies wiirde aber die Fluoreszenzlebenszeit nicht beeinflussen. Die
zuvor erwdhnten Energielibertragungsprozesse von Si-trans auf Si-cis oder Ti-trans konnten
allerdings die Fluoreszenzlebenszeit beeinflussen und ebenso zusatzlich zu einem schnellen
Blinken der Farbstoffe beitragen. Die Effizienz dieser Prozesse ist dabei, dhnlich wie bei Dipol-
Dipol induzierten FRET-Ergeinissen, stark von der Distanz zwischen den beteiligten
Fluorophoren abhingig (~ R6) [42, 94]. Ein zusammenfassender schematischer Uberblick

moglicher abstandsabhdngiger Energielibertragungsprozesse der 4-fach markierten DNA-
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Origami Konstrukte, die bei Fluorophorabstanden unter 10 nm auftreten und die gezeigten

Charakteristika in den Intensitatstrajektoren der Emitter erklaren kénnten, ist in Abbildung 50

dargestellt.
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Abbildung 50: Schematische Darstellung abstandsabhangiger Energietransferprozesse von Cyaninfarbstoffen
in Puffern mit und ohne Thiolzusdtze. Darstellung des Fluoreszenzverhaltens, der Energieniveaus und der
Energielibertragungsprozesse der 4 Cy5 Emitter am hybridisierten DNA-Origami mit Interfluorophorabstdnden
von A) Uiber 10 bzw. B) unter 10 nm, sowohl ohne (griin hinterlegt), als auch unter Photoschaltbedingungen (griin
+ grau hinterlegt). A) Bei Fluorophorabstidnden tGber 10 nm kommt es zu keiner Interaktion der Farbstoffe, was
zum charakteristischen Blinkverhalten (rote Linien im Intensitatstrajektor) der Cy5 Emitter unter dSTORM-
Bedingungen (grauer Pfeil) und zu einem schnellen Photobleichen der Farbstoffe (rote Bleichschritte im
Intensitatstrajektor) ohne thiolhaltigen Pufferbedingungen (griiner Pfeil). B) Bei Fluorophorabstanden unter 10
nm kommt es je nach Interfluorophorabstanden zu Effizienten Farbstoffinteraktionen, was zu einem
charakteristischen abstandsabhangigen Blinkverhalten (rote Linien im Intensitatstrajektor) der Cy5 Emitter unter
dSTORM-Bedingungen (grauer Pfeil) und ohne thiolhaltigen Pufferbedingungen (griner Pfeil) fihrt, wobei unter
Photoschaltbedingugnen (grau + griin hinterlegt) neben den Si-trans auf Sicis / Ti-trans
Energietransferprozessen (weiRe Pfeile, Energietransfereffizienz je nach Interfluorophorabstand), die auch ohne
thiolhaltigen Puffern hier auftreten, zusatzlich Photoaktivierungsprozesse (grauer Pfeil in griiner Box) durch
Energielbertragung von Si-trans auf den reduzierten Farbstoff im Auszustand auftreten, was sich im
Blinkverhalten (rote Linien im Intensitatstrajektor) unter dSTORM-Bedingungen (grauer Pfeil) bemerkbar macht.

Da in diesen Konstukten bis zu 4 Farbstoffe an einem DNA-Origami vorhanden sind, ist die
Distanzabhangigkeit der Energielibertragung fiir diese Systeme weitaus komplexer [95]. Die
Effizienz dieser Energielibertragung bzw. dieser Photoaktivierung sollte dabei bei jedem
Photozerstorungsereignis eines Fluorophores abnehmen und sich damit im Laufe der

Aufnahmezeit stetig verringern. Dies ist auch in der zeitlichen Analyse der
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Fluoreszenzlebenszeitveranderung in den Intensitatstrajektoren der konfokalen Messungen
zu beobachten (Abb. 43 und Abb. 44). Die Distanzabhangigkeit konnte dabei auch aus den
Werten der Auszeit der dSTORM-Aufnahmen im Weitfeld und aus den biexponentiellen
Fluoreszenzlebenszeitkomponenten gezeigt werden. Hierbei steigt die Photoaktivierungsrate,
ebenso wie die Resonanzenergielibertragungseffizienz fiir sinkende Interfluorophorabstinde
an (Abb. 45). Die Effizienz der Energielibertragung der 3 nm DNA-Origami Konstrukte liese
durch die gute spektrale Uberlappung der beteiligten Energiezustande (Si-cis/trans, T1) bei
diesen Abstdnden theoretisch eine héhere Effizienz erwarten (Abb. 45B). Dabei ist davon
auszugehen, dass durch die nicht perfekte Inkorporation der Cy5-gekoppelte
Oligonukleotidstrange, hier nicht nur 4fach gekoppelte DNA-Origami Strukturen mit einem
Interfluorophorabstand von 3 nm analysiert wurden, was sich wiederrum auf die sensitive
Fluoreszenzlebenszeitbestimmungen auswirkt und hier wahrscheinlich fir niedrigere
berechnete Energielibertragungseffizienzen sorgt. Aus den Daten der Energietransfereffizienz
der DNA-Origami Konstrukte diverser Interfluorophorabstande unter dSTORM-Bedingungen
(Abb. 45 B) lasst sich aber darauf schliel3en, dass der FORSTER-Radius (Ro), bei dem die Effizienz
der Energielibertragung ~ 50 % betragt, ungefahr bei 5 — 6 nm liegen misste. Dennoch ist
festzuhalten, dass diese Energielibertragungseffizienz eine Mischung mehrerer energetischer
Transferprozesse ist. Aus den gezeigten Daten und erwdhnten Mechanismen ist klar
ersichtlich, dass mit dieser Mess- und Analysemethode unter dSTORM-Bedingungen
spezifische Aussagen (iber die Distanz der beteiligten Farbstoffe im sub-10 nm Raum getroffen
werden konnen. Dennoch ist zu erwdhnen, dass spezifische Energie-Annihilationsprozesse,
wie beispielsweise Energie-Hopping bzw. homo-FRET, diese Analyse erschweren kénnte [29,
87]. Um die Methode anzuwenden und fiir mogliche zu analysierende Zielstrukturen zu testen,
wurden als biologisches Beispiel zwei multimerische Rezeptoren ausgewahlt. Hierbei handelte
es sich um den hetero-pentamerischen GABA-A Rezeptor (engl.: hetero-pentameric y-
aminobutyric acid type A), sowie den tetramerischen Kainate-Rezeptor GluK2 [99, 100]. Da
diese Methode auf die Analyse abstandsabhangier Photoschalteffekte abzielt, muss der
Farbstoff moglichst genau und mit einem geringen Abstand zur Zielstruktur bzw. zum
Zielpunkt an der jeweiligen Struktur gekoppelt werden. Eine mogliche Strategie dieses
Problem zu umgehen ist ein direktes gruppenspezifisches kovalentes Koppeln von organischen
Farbstoffen an Zielproteine, was mithilfe einer Erweiterung des genetischen Codes (liber die

Einbringung unnatirlicher Aminosauren (uAA) in das Zielprotein verwirklicht werden kann.
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Diese konnen uber bioorthogonale Klick-Chemie effizient und spezifisch mit kleinen
organischen Farbstoffen gekoppelt werden [101, 102]. Daneben zeigen neueste Studien und
Analysen, dass mit dieser Kopplungsmethode mogliche Zielproteine spezifisch und effizient
mit einem geringen Abstandsfehler von ~ 1 nm markiert werden kdnnen und dariiber hinaus
auch sterisch schwer zugangliche Stellen an Proteinen spezifisch gekoppelt werden kénnen
[34, 103, 104]. Aus diesen Griinden wurden mithilfe dieser Kopplungsmethode die zuvor
erwahnten Rezeptoren mit H-Tet-Cy5 Farbstoffen spezifisch markiert. Die Positionen der
eingebauten modifizierten unnatirlichen Aminosdauren wurden dabei von Alexander
Kuhlemann am Lehrstuhl fir Biophysik & Biotechnologie der Julius-Maximilians Universitat
Wirzburg ausgewahlt und die jeweiligen Rezeptoren modifiziert. Dabei wurde durch das
Einbringen von einem bzw. mehreren TCO-modifizierten nicht kanonischen Aminosauren
(TCO-L-Lysin) in der extrazellularen Domane der monomerischen y, -Untereinheit (1x TCO-L-
Lysin), der dimerischen az-Untereinheit (2x TCO-L-Lysin) der GABA-A Rezeptors und des homo
— tetramerischen GluK2 Rezeptors (4x TCO-L-Lysin) die jeweiligen Rezeptoren modifiziert und
in HEK293T Zellen exprimiert. Die Abstidnde der Farbstoffe wurden dabei mithilfe der
Visualisierungssoftware Pymol berechnet. Diese betrugen hierbei fir den an den oy-
Untereinheiten zweifach markierten GABA-A Rezeptor ~ 5 nm. Beim tetramerischen GlukK2-
Rezeptor variierten die Abstande zwischen ~ 2,1 nm - ~ 11,9 nm. Die jeweiligen dSTORM-
Aufnahmen zeigten dahingegen keine ersichtlichen Unterschiede in den rekonstruierten
Bildern, sodass hier weder der Abstand zwischen den Farbstoffen aufgelost werden konnte,
noch die unterschiedliche Stochiometrie der Rezeptoren, beispielsweise durch
unterscheidlich grofRe rekonstruierte Fluoreszenzpunkte, zu erkennen war (Abb. 46). Die
statistische Auswertung des photophysikalischen Blinkverhaltens der Rezeptoren zeigte
allerdings, dass die mehrfach markierten Rezeptoren, im Vergleich zur Referenz der einfach
gekoppelten y;-Untereinheit des GABA-A Rezeptors, eine unterschiedlich verkiirzte Auszeit
und eine unterschiedliche Erhéhung der Detektionsereignisse besallen (Abb. 46 und Tab. 8).
Dabei verdoppelte sich die Anzahl der Blinkereignisse des zweifach markierten GABA-A
Rezeptors und diese vervierfachte sich fiir die tetramerisch markierten Gluk2 Rezeptoren
(Abb. 46 und Tab. 8). Des Weiteren zeigten die Auszeiten zwischen den Blinkereignissen ein
ahnliches Verhalten, wobei hier die Auszeit der doppelt markierten GABA-A Rezeptoren, im
Vergleich zur Referenz des monomerisch markierten GABA-A Rezeptors, halbiert wurden und

die tetramerisch markierte Probe hier eine dreifach reduzierter Auszeit zeigte (Abb. 46 und
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Tab. 8). Hierbei kann (iber die Anzahl der Detektionsereignisse auf die Stochiometrie der
Rezeptoren im sub-10 nm Bereich geschlossen werden, da die analysierten Werte hier im
Verhaltnis ziemlich gut die Anzahl der gekoppelten Farbstoffe wiederspiegeln. Dabei korreliert
die Anzahl der gekoppelten Fluorophore bei den Rezeptormessungen wesentlich besser mit
der Anzahl der Detektionsereignisse als bei den DNA-Origami Messungen unter dSTORM-
Bedingungen im Weitfeld (Abb. 36 und Abb. 46). Dies kdnnte einerseits, wie zuvor erwahnt,
daran liegen, dass teilweise nicht alle gekoppelten Cy5 Oligonukleotidstrange in die jeweiligen
DNA-Origami Strukturen eingebaut wurden und andererseits in den biologischen Proben der
Rezeptoren durch die zahlreiche zellulare Kontrollmechanismen gewahrleistet wird, dass nur
intakte und korrekte Proteinstrukturen an der Zelloberfliche prasentiert werden. Des
Weiteren weisen diese Daten auch darauf hin, dass der spezifische Einbau der unnatiirlichen
Aminosauren (TCO-L-Lysin) und die bioorthogonale Klick-Reaktion mit Tetrazin-modifizierten
Farbstoffen sehr effizient ist. Die direkte Analyse der jeweiligen Auszeiten der Rezeptordaten
und die damit verbundene Uberfiihrung in spezifische Distanzaussagen gestaltet sich hier
allerdings komplex, da die Distanzabhangigkeit des Blinkverhaltens hier nicht nur von den
Energielibertragungsprozessen abhanging ist, sondern auch von der Anzahl der gekoppelten
Farbstoffe. Daher kdonnte hier die mittlere Distanz des tetramerisch markierten Gluk2
Rezeptors durch den Abgleich des Blinkverhaltens der Emitter mit den jeweiligen DNA-Origami
Konstrukten analysiert werden und diese DNA-Origami Strukturen, da sie ebenso viele
Farbstoffe tragen, als Referenz- bzw. Kalibrierungsmessungen genutzt werden. Da Proteine
und Oligonukleotide fiir eine veranderte Mikroumgebung des Farbstoffes sorgen, konnten
hier Effekte durch Wechselwirkungen des jeweiligen Farbstoffes mit den jeweiligen
Aminosauren bzw. Nukleotiden auftreten, die das photophysikalische Verhalten des
Farbstoffes leicht @ndern. Daher konnten die jeweiligen Referenzproben miteinander
korreliert und ein Korrekturfaktor ermittelt werden, sodass die multimerisch gekoppelte
GluK2 Rezeptorprobe um diesen Faktor korrigiert werden kénnen. Allerdings ist zu erwdhnen,
dass diese Methode der Analyse des photophysikalischen Fingerabdrucks der
abstandsabhangigen Blinkverhalten im Weitfeld fehlerbehaftet ist, da hier die Probe,
aufgrund der Dichte der Rezeptoren, zuerst mit einer gewissen Anregungsleistung belichtet
werden muss, bis ein Gleichgewicht aus Fluorophoren im An- und Auszustand bzw. ein
adequates Blinkverhalten eingestellt ist. Dabei koénnten allerdings, vor allem bei

Interfluorophordistanzen < 5 nm, die ein schnelles abstandsabhaniges Blinkverhalten zu
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Beginn zeigen, einige Fluorophore photozerstdrt werden bevor die Messung beginnt, was
widerrum zu Fehlanalysen und Schwierigkeiten bei der Interpretation der Ergebnisse fiihrt.
Des Weiteren kdnnen auch leichte Unterschiede des Belichtungswinkels im Weitfeld, vor
allem bei zellularen Aufnahmen, die zumeist im TIRF-Belichtungsmodus aufgenommen
werden, zu unterschiedlichen Photoschaltraten der Emitter flihren, was ebenso zu schwierig
interpretierbaren Ergebnissen fihrt. Daher wiirden hier zeitaufgeldste konfokale dSTORM-
Messungen aufgrund der Sensitivitdat und schonenden Belichtung der Probe vor der Messung
priorisiert werden bzw. den Vorzug erhalten. Ebenso kann hierdurch das schnelle
abstandsabhdngige Blinkverhalten sensitiver, mit einer hohen zeitlichen Auflosung, analysiert
werden, was zu aussagekraftigeren Analysen im sub-10 nm Raum fiihrt. Des Weiteren wiirde
hierbei eine zusatzliche Analyse der Fluoreszenzlebenszeit eine spezifischere
Abstandsbewertung gewahrleisten. Dariber hinaus kénnte auch versucht werden das
Expressionslevel der zu analysierenden Rezeptoren, fir Weitfeldaufnahmen, zu reduzieren,
um einerseits die Belichtungszeit zu Beginn der Messung zu minimieren und andererseits
mogliche Fehlanalysen aufgrund der Emitterdichte auszuschlieBen. Denn die Analyse des
Blinkverhaltens ist stark vom jeweiligen Algorithmus zur zeitlichen Verfolgung des
Emitterverhaltens abhangig. Bei der hier genutzte Kalman Filterung, zur raumlichen und
zeitlichen Verknipfung von zusammengehorigen Lokalisationen eines Emitters, wird ein
gewisser Abstandsradius eingestellt, dessen Dimension sich aus der eingestellten
Lokalisierungsunsicherheit und dem eingestellten Distanzschwellenwert errechnet [45].
Dieser Radius konvergiert (iber die Zeit und bleibt damit nicht konstant [45]. Somit ist dieser
Filter zur raumlichen und zeitlichen Verkniipfung zusammengehoériger Lokalisationen eines
Emitters gegeniber moglichen Einflissen und Ungenauigkeiten der Dichte der Emitter
robuster als andere Algorithmen, deren Abstandsradius teilweise auf einen eingestellten Wert

festgehalten wird [105].

Als eine geeignete Kooplungsmethode, die in einen geringen Abstandsfehler zur Zielstruktur
resultiert, bietet sich die effiziente und spezifische Klick-Chemie fiir die Praparation von
Zielstrukturen an. Da das Expressionslevel nicht exakt kontrolliert werden kann, kénnten
solche Proben auch als Einzelmolekiloberflichen aus immobilisierten, isolierten und
aufgereinigten Rezeptoren vermessen werden. Des Weiteren konnten die Weitfeld dSTORM-
Aufnahmen nochmals mit einer anderen Auswerteroutine analysiert werden, um das

abstandsabhangige Blinkverhalten auch hier wesentlich robuster und ersichtlicher
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auszuwerten. Dies konnte beispielsweise durch zeitliche Kriterien des Blinkverhalten
analysiert werden, indem darauf geachtet wird ab wann ein gewisser Prozentanteil der totalen
Blinkereignisse eines Emitters bzw. eines gekoppelten Origami erreicht sind. Dies resultiert
aus dem Hintergrund, da hier Interfluorophorabstande von 3 nm bzw. auch teilweise 6 nm ein
schnelles Blinkverhalten zu Beginn der Messung zeigten und nach der Photozerstérung einiger
Farbstoffe nur noch vereinzelt blinkten, wahrend hohere Interfluorophorabstiande ein
homogenes Blinkverhalten Uber die gesamte Aufnahmezeit zeigten. Dieses schnelle
Blinkverhalten konnte in den Weitfeldaufnahmen zwar teilweise nicht erfasst werden,
dennoch miisste ein zeitlicher Abgleich der Blinkspuren der diversen Interfluorophorabstiande
gewisse Abstandsinformationen beinhalten. Des Weiteren misste auch die effiziente Klick-
Chemie an den DNA-Origami Konstrukten mit Tet-modifizierten Cy5 Farbstoffen getestet
werden, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass aufgrund der kleineren neutraleren TCO-
Modifikation der Oligonukleotidsequenzen, eine hoéhere Inkorporationseffizienz erzielt
werden kann. Des Weiteren konnte ein so gekoppeltes DNA-Origami eventuell auch mit den
Rezeptordaten vergleichbarer sein, da hier dann die selbe Kopplungsmethode verwendet
wurde und mogliche Effekte der TCO-Tet Kopplung ausgeschlossen werden konnten. Dariiber
hinaus konnten in Folgeexperimenten auch die Abstandsabhangigkeit in kleineren
Abstandsschritten genauer analysiert werden und eventuell ein molekulares Lineal aus Cy5

gekoppelten Oligonukleotid-Doppelstrangen erstellt werden.

Die hier prasentierte Methode zur Analyse des abstandsabhangigen Fingerabdruckes des
Blinkverhaltens von Cyaninfarbstoffen unter dSTORM-Bedingungen, womit Farbstoffabstdande
und Stochiometrien im sub-10 nm Bereich erschlossen werden kdnnen, ist dabei nicht nur auf
diese Farbstoffklasse beschrankt. Auch andere Farbstoffklassen wie Rhodamine und Oxazine
konnen ein Blinkverhalten zeigen bzw. in einen Auszustand Ulbergehen, der ebenso wie bei
Cyanine, im klrzeren Wellenlangenbereich absorbieren und damit auch photoaktiviert
werden kann [83]. Damit kdnnten auch diese Farbstoffklassen fiir die Analyse des
abstandsabhangigen Fingerabdruckes des Blinkverhaltens genutzt werden, was diese

Methode nicht nur auf den roten Spektralbereich der Farbstoffe beschranken wiirde.
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5.4 Fluoreszenzloschung von Cyanin-gekoppelten Dendronstrukturen

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jirgen Seibel am Lehrstuhl fiir organische und biologische
Chemie der organischen Chemie der Julius-Maximilians Universitat Wirzburg synthetisierte
erfolgreich vier Dendronstrukturen, die terminal mit Cyaninfarbstoffen gekoppelt sind und im
Zentrum ein Tetrazin als reaktive Gruppe tragen. Die vier Dendronstrukturen besitzen
aufgrund  verschiedener Langen der Kohlenwasserstoffketten unterschiedliche
Interfluorophorabstande. Die gekoppelten Cyaninfarbstoffe tragen jeweils drei
Sulfonsaurereste (Abb. 12) und unterscheiden sich diesbeziiglich leicht von den
Cyaninfarbstoffen Al647 und Cy5, die vier bzw. zwei dieser Seitengruppen besitzen. Somit
kann sich die Loslichkeit der Dendron-gekoppelten Cyaninfarbstoffe leicht von der Loslichkeit
der Cyaninfarbstoffe Al647 bzw. Cy5 unterscheiden. Spektroskopisch sind die Cyaninfarbstoffe
Al647 und Cy5 nahezu identisch (Abb. 22 C). Hierdurch kann davon ausgegangen werden, dass
sich die spektroskopische Eigenschaft der Dendron-gekoppelten Cyaninfarbstoffe, die drei
Sulfonsdurereste tragen, ebenso nicht unterscheiden. Daher kann als Referenzfarbstoff dieser
Dendronstrukturen Al647 oder Cy5 verwendet werden. In dieser Arbeit wurde der
Cyaninfarbstoff Cy5 als Kontrolle genutzt wurde. Die unterschiedlichen Loslichkeiten der
Farbstoffe und deren Auswirkungen auf das Absorptionsspektrum wurde bereits bei den
Analysen mehrfach gekoppelter Antikorper aufgezeigt (Abb. 22 A und Abb. 22 B). Da die
Dendronstrukturen jeweils drei Cyaninfarbstoffe tragen, besteht die Moglichkeit, dass diese
Strukturen ein héheres Emissionsignal zeigen als ein einzelner Cyaninfarbstoff. Ein solches
Verhalten kann fir die Einzelmolekillokalisationsmikroskopie vorteilhaft genutzt werden, da
ein hoheres Fluoreszenzsignal die Lokalisationsgenauigkeit der detektierten Emitter erhoht
und somit die Auflésung positiv beeinflusst. Ensemble Analysen der Dendronstrukturen
zeigten allerdings ein komplexes spektroskopisches Verhalten. Dabei ist literaturbekannt, dass
Tetrazin gekoppelte Farbstoffe eine Fluoreszenzldschung zeigen konnen [34]. Diese
Fluoreszenzloschung kann durch Abreaktion bzw. Kopplung des Tet-Farbstoffes an TCO
gekoppelten Molekiilen bzw. Zielstrukturen eliminiert werden. [34]. Dies ist auch in den
Ergebnissen der Dendronstrukturen zu erkennen (Abb. 48 A). Hierbei ist die Enfernung des
Tetrazin zum Farbstoff ein entscheidentes Kriterium fiir das AusmalR der Fluoreszenzléschung
(Abb. 48 A). So zeigt der freie Me-Tet-Cy5 Farbstoff den hochsten Anstieg der
Fluoreszenzintensitat nach TCO-Kopplung und damit die starkste Fluoreszenzléschung vor der
Abreaktion mit TCO*-Lysin. Nach strukturellen Angaben des Herstellers ist das Tetrazin-
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Molekiil Giber eine kurze Kohlenwasserstoffkette mit dem Cy5-Farbstoff gekoppelt, dessen
Lange ~ 1 nm betragt und frei rotieren kann. Der verwendete Me-Tet-Cy5 weist hiermit, unter
den analysierten Molekiilen, den kiirzesten Abstand zwischen Tetrazin und Farbstoffmolekiil
auf. Der Anstieg der Fluoreszenzintensitdt nach TCO Reaktion liegt dabei fir alle
Dendronstrukturen weit unterhalb des Anstieges des Referenzfarbstoffes. Dies spiegelt die
Abhangigkeit der Fluoreszenzléschung durch Tetrazin von den Abstanden zum Farbstoff
wieder. Die Dendronstrukturen weiRen ein dhliches Grundgerist auf und unterscheiden sich
hauptsachlich in der Lange der Kohlenwasserstoffketten (C3 — C17) zwischen Farbstoff und
Verzweigungspunkt des Dendrons (Abb. 12). Mit zunehmender Kohlenwasserstoffkette
nimmt hierbei auch der Einfluss durch Tetrazin auf die Fluoreszenzfahigkeit der Farbstoffe ab

(Abb. 48 A).

Die abreagierten Dendronstrukturen zeigen eine ausgepragtes Dimerschulter aus H-
Aggregaten. Die Bildung dieser H-Dimere ist hierbei nicht durch intermolekulare
Wechselwirkungen zwischen den Dendronstrukturen, sondern durch Farbstoffinteraktionen
eines Dendrons ausgelost (Abb. 48 C). Wahrend die Hohe der Dimerschulter in PBS mit
steigender  Kohlenwasserstoffkettenlange und damit auch mit steigendem
Interfluorophorabstand reduziert wird, ist das Absorptionsverhalten der H-Dimere in ddH,0
vergleichbar hoch. Durch die Bildung von H-Aggregaten ist die Emission der dreifach
markierten Dendronstrukturen drastisch erniedrigt (Abb. 49 A). Auch bei dem groRten
Interfluorophorabstand der Dendronstruktur C17N zeigt sich eine ausgeprdgte H-Dimer
Absorption und ein stark verringertes Emissionsverhalten in ddH,0. Durch Zugabe von EtOH
konnen H-Dimere in allen Dendronstrukturen destabilisiert und stark reduziert werden (Abb.
49 A). Dies fiihrt zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitdt, die allerdings fiir alle
Dendronstrukturen dennoch weit unterhalb der Emissionsintensitdt eines einzelnen freien
Cy5 Farbstoffes in ddH,0 liegt (Abb. 49 A). Die Reduktion der H-Dimerschulter durch Zugabe
von EtOH ist dabei auf die erhdhte Loslichkeit der Farbstoffe zurlickzufiihren, sodass diese H-

Dimere aufgeldst werden (Abb. 49 A).

In allen Messungen mit EtOH-Zugabe fihrt eine Erhéhung der organischen
Losungsmittelkonzentration zu einer bathochromen Verschiebung der Spektren, was auf eine
unterschiedliche  I6sungsmittelabhdangige  Solvatation der  Energiezustande  (Sn)

zurickzufiihren ist [10]. Der Einfluss der H-Dimere auf das Fluoreszenzverhalten der

134



Diskussion

Dendronstrukturen ist auch in der Analyse der Fluoreszenzlebenszeit zu erkennen (Abb. 49 C).
Hierbei bewirkt eine Destabilisierung der H-Dimere durch EtOH einen Anstieg der
Fluoreszenzlebenszeit (Abb. 49 C und Tab. 9). Dennoch ist die Anpassung der Abklingkurven
der Dendronstrukturen komplex und besteht aus mehreren
Fluoreszenzlebenszeitkomponenten (Tab. 9). Da die H-Dimerschulter durch Zugabe von EtOH
weitestgehend reduziert werden kann, ist dieses komplexe Verhalten auf
Energielibertragungsprozessen zwischen den Farbstoffen zurlickzufiihren, was sich in dem
komplexen Verhalten der Fluoreszenzlebenszeit und der reduzierten Emissionsintensitat
wiederspiegelt (Abb. 49 A und Abb. 49 C). Somit zeigt sich in den spektroskopischen Analysen
keine hohere Emissionsintensitdat aufgrund einer Vielzahl unabhangig fluoreszierender
Farbstoffen, sondern eine starke Verringerung des Fluoreszenzsignals durch starke und
schwache Farbstoffinteraktionen. Dieses Verhalten dhnelt dabei stak dem spektroskopischen
Verhalten mehrfach markierter Antikdrper. Darliber hinaus zeigt sich auch nach Reduktion
von H-Dimeren eine Beeintrachtigung des Fluoreszenzverhalten durch
Farbstoffwechselwirkungen bzw. Energielibertragungsprozessen. Die bei den DNA-Origami
Stukturen analysierten Energielibertragungsprozesse sind dabei auch hier Ubertragbar.
Demzufolge kann durch die Analysen der mehrfach makierten Antikérper und DNA-Origami
Strukturen davon ausgegangen werden, dass diese Dendronstrukturen unter dSTORM-
Bedingungen ein dhnliches Verhalten zeigen, wobei im Mittel nur einer der Farbstoffe aktiv
ist. Diese Energielbertragungsprozesse konkurrieren dabei mit dem Modell eines Cyanin-
basierten Superemitters, der die Energie geblindelt in Form von Fluoreszenz abgeben soll.
Dennoch bleibt weiterhin zu testen, wie sich diese Dendronstrukturen unter MEA-haltigen
Bedingungen verhalten bzw. sich das photophysikalische Verhalten auf die jeweiligen
Intensitatstrajektoren der Interfluorophorabstinde unter konfokalen Bedingungen
auswirken. Anders als bei dem definierten System der DNA-Origami Strukturen, die eine
Vielzahl an Subpopulationen unterschiedlicher Cy5 inkorporierter Konstrukte aufwiesen,
konnen diese Dendronstrukturen mit beliebigen Interfluorophorabstianden chemisch effizient
synthetisiert werden. Dies erleichtert ebenso die Interpretation der gemessenen Daten und
konnte darliber hinaus zur genauen robusten Analyse anstandsabhangiger

Energielibertragungsprozesse unter dSTORM-Bedingungen genutzt werden.
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6 Fazit

In dieser Arbeit wurden die in der Lokalisationsmikroskopiemethode dSTORM haufig
genutzten Cyaninfarbstoffe Cy5 bzw. Alexa Fluor 647 im Hinblick auf ihr chemisches und
photophysikalisches Verhalten unter diversen Pufferbedingungen genauer analysiert. Dabei
konnte durch die Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Martin J. Schnermann
am “Chemical Biology Laboratory” des “National Cancer Institue” in Frederick (USA), sowie
Prof. Dr. Alexander Greer am Lehrstuhl fir Chemie des Brooklyn College der “City University
of New York” in Brooklyn aufgezeigt werden, dass Cyaninfarbstoffe, ahnlich zu anderen
Farbstoffklassen, einen chemischen Mechanismus unterlaufen, der zu strukturellen
Veranderung des Farbstoffes und dessen spektroskopischen Eigenschaften fuhrt. Es konnte
aufgeschlisselt werden, dass dieser neuartige Mechanismus zur Zerschneidung des
Doppelbindungssystems der Cyaninfarbstoffe fiihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
Singulett-Sauerstoff ausschlaggebend fiir diesen Prozess ist, der das konjugierte-
Doppelbindungssystem angreift, was zur Verkiirzung dessen um zwei Kohlenstoffatome fiihrt.
Des Weiteren konnte aufgeklart werden, dass dieser chemische Mechanismus durch
intrinsische Umlagerungen ablauft. Somit kann Cy7 zu Cy5 chemisch verkiirzt werden und
dieser, um zwei Kohlenstoffe verkiirzte Cyaninfarbstoff, weiter zu Cy3 umgewandelt werden.
Darliber hinaus konnte einerseits gezeigt werden, dass dieser Mechanismus mit relativ
einfachen Pufferzusatzen verhindert bzw. unterdriickt werden kann. In Zusammenarbeit mit
Mara Meub vom Lehrstuhl fur Biophysik & Biotechlonogie der Julius-Maximilians Universitat
Wiirzburg konnte dargelegt werden, dass dieser Mechanismus der Photozerschneidung von
Cyaninfarbstoffen auch vorteilhaft fiir die Lokalisationsmikroskopie genutzt werden kann und
hiermit die Aufnahmezeit von DNA-PAINT basierten Methoden deutlich reduziert werden
kann. Diesbeziiglich konnten einige Optimierungsmoglichkeiten aufgezeigt werden, die das
Potenzial dieser Methode weiter steigern konnten. Im Hinblick auf das Blinkverhalten des
Cyaninfarbstoffes Cy5 unter dSTORM-Bedingungen konnte gezeigt werden, dass qualitativ
hochwertige Aufnahmen und Rekonstruktionen unabhangig vom Farbstoffkopplungsgrad der
Antikorper sind, da im Mittel die Farbstoffe durch Energielibertragungsprozesse auch bei
hoheren Kopplungsgraden vereinzelt im Anzustand verweilen. Lediglich die
Wahrscheinlichkeit der Blockierung der spezifischen Bindeepitope der Antikorper steigt mit
hoheren Kopplungsgraden, was zu unspezifischen Bindeereignissen und einem erhéhten
Hintergrundsignal fuhrt. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Cyaninfarbstoffe
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Alexa Fluor 647 und Cy5 bei hoheren Kopplungsgraden, abhangig von der Wasserloslichkeit
des Farbstoffes, H-Dimere unterschiedlich stark ausbilden kdnnen, die die Emissionsintensitat
beeinflussen. Unter dSTORM-Bedingugnen werden diese starken Farbstoffwechselwirkungen,
durch ein Verlagern des Monomer-Dimer Gleichgewichts bzw. das Uberfiihren der
monomerischen Farbstoffe in einen Auszustand, weitestgehend destabilisiert. Durch
komplexe Energielibertragungsprozesse héherer Kopplungsgrade, ausgeldst durch starke und
schwache Farbstoffwechselwirkungen, konnte gezeigt werden, dass sich die spezifische
Fluoreszenzlebenszeit, abhangig vom Kopplungsgrad, unterscheidet. Dies konnte genutzt
werden um verschiedene immunomarkierte zelluldare Strukturen, durch Analysen der
Fluoreszenzlebenszeit, zu separieren. Hierbei bot sich der Vorteil, dass diese Aufnahmen frei
von chromatischer Abberation aufgenommen werden konnten und daritiber hinaus nur eine
Anregungswellenlange genutzt werden kann. Unter thiolhaltigen Pufferbedingungen zeigte
sich allerdings, dass hohere Kopplungsgrade charakteristische komplexe Blinkverhalten zu
Beginn der Messung aufweisen. Diese konnten hierbei aber nicht genauer entschlisselt
werden, da die Interfluorophorabstande am Antikorper diffus und nicht genau bestimmt sind.
Mit definierten Systemen auf Basis von DNA-Origami Konstrukten und damit verbunden exakt
fesgelegten Interfluorophorabstanden, konnten diese charakteristischen photophysikalischen
Phdanomene hingegen genauer analysiert werden. Dabei stellte sich heraus, dass das
charakteristische Blinkverhalten unter Photoschaltbedingungen, aufgrund distanzabhangiger
Energielibertragungseffizienzen,  genutzt werden kann, um  Aussagen Uber
Interfluorophorabstiande im sub-10 nm Raum treffen bzw. analysieren zu konnen. Dabei zeigte
sich, dass unter thiolhaltigen Pufferbedingungen, neben Si-trans-cis oder Si-trans-Ti
Energielibertragungen, vor allem die Photoaktivierungsrate bzw. —effizienz ausschlaggebend
ist. Hierdurch kénnen vor allem unter konfokalen Bedingungen in Photoschaltpuffer, aufgrund
spezifischer  Analysen der jeweiligen Intensitdtstrajektoren, auf  bestimmte
Interfluorophorabstiande geschlossen werden. Dariliber hinaus zeigte sich, dass DNA-Origami
Konstrukte, aufgrund einer niedrigen Inkorporationseffizienz, eher nachteilhaft fiir
aussagekraftige Analysen sind, da hier ein breites Spektrum an Cy5-inkorporierten DNA-
Origami Strukturen ermittelt wurde, wobei nur wenige vollstandige 4-fach Cy5 Farbstoff

inkorporierte Konstrukte hergestellt werden konnten.

Durch Zusammenarbeit mit Alexander Kuhlemann vom Lehrstuhl fiir Biophysik &

Biotechnologie der Julius-Maximilians Universitat Wiirzburg konnten dartber hinaus auch im
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Weitfeld an biologischen Proben erfolgreich das Blinkverhalten von mehrfach markierten
Rezeptoren unterschiedlicher Interfluorophorabstande, durch spezifische Analysen, bestimmt
und Unterschiede aufgezeigt werden, wobei noch weitere Folgeexperimente durchgefiihrt
werden miuissen, um auch in diesen biologischen Proben mittlere Farbstoffabstiande robust
analysieren zu kénnen. Fir raumliche Auflésungen im sub-10 nm Bereich sollte neben einer
hohe Lokalisationsgenauigkeit der Emitter, die Zielstruktur unter anderem eine hohe
Farbstoffkopplungsdichte mit geringem Abstandsfehler aufweisen. Somit steigt auch die
Wahrscheinlichkeit geringer Interfluorophordistanzen an und damit verbunden auch starker
und schwacher Farbstoffwechselwirkungen. Dies fiihrt dazu, dass auch bei einer héhen
Lokalisationsgenauigkeit, durch Energielibertragung- und Annihilationsprozessen nicht alle
Farbstoffe detektiert und damit lokalisiert werden kénnen. In dieser Arbeit konnte durch die
aufgezeigten Ergebnisse, ein Grundstein einer neuen Analysemethode zur Stéchiometrie- und
Abstandsbestimmung im sub-10 nm Raum gelegt werden. Das Potenzial dieser Methode kann
unter konfokalen dSTORM-Bedingungen, in Kombination mit der effizienten und spezifischen
Kopplungsmethode der Klick-Chemie, zukiinftig noch besser ausgeschopft werden. Eine
Moglichkeit diese Herausforderungen der molekularen Auflésung zu umgehen bietet
beispielsweise  die  Lokalisationsmikroskopiemethode  DNA-PAINT, da hier die
farbstoffgekoppelten Belichtungsstrang stochastisch vereinzelt an der Zielstruktur gebunden
sind und damit keine Farbstoffinteraktionen auftreten. Jedoch ist der limitierende Faktor
dieser Methode die Lange des verwendeten Oligonukleotidsequenzen, die zumeist mehrere
DNA-Basen und damit mehrere Nanometer lang sind. Darliber hinaus konnte durch chemisch
effizient synthetisierte Dendronstrukturen unterschiedlicher Verzweigungslangen bzw.
Interfluorophorabstianden dargelegt werden, dass diese Strukturen, dhnlich wie mehrfach
farbstoffmarkierte Antikorper, ein komplexes spektroskopisches Verhalten zeigen. Dieses
Verhalten ist auf starke und schwache Farbstoffwechselwirkungen zuriickzufiihren. Auch eine
Reduktion der H-Dimere fihrt zu keiner drastischen Erhéhung des Fluoreszenzsignals dieser
Strukturen, sodass die Emissionsintensitat stets unterhalb der Signalstdrke eines einzelnen
Referenzfarbstoffes liegt. Diese Dendronstrukturen geben ihre Anregungsenergie nicht
geblindelt in Emission ab, sondern werden durch Energielibertragungsprozesse beeinflusst,
die in der Reduktion des Fluoreszenzsignals und der Fluoreszenzlebenszeit resultiert. Diese
Prozesse sind dabei vermutlich vergleichbar zu den dargelegten

Energielibertragungsmechanismen der DNA-Origami Konstrukte. Durch die effiziente
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chemische Synthese dieser Strukturen, die freie Gestaltung unterschiedlicher
Interfluorophorabstande und Fluorophoranzahlen koénnen diese Dendronstrukturen als
starkes Werkzeug zum Verstdndnis von Energielibertragungsprozessen zwischen

Cyaninfarbstoffen im sub-10 nm Bereich dienen.
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7 Ausblick

In dieser Arbeit konnten diverse neue Einblicke und Erkenntnisse des photophysikalischen und
photochemischen Verhaltens von Cyaninfarbstoffen gewonnen werden. Diese Farbstoffklasse
ist unter anderem in der stochastischen Lokalistationsmikroskopie weit verbreitet und wird
hier aufgrund ihres Blinkverhaltens oft verwendet. Das photochemische Verhalten dieser
Farbstoffklasse ist schon lange wissenschaftlicher Bestandteil zahlreicher Analysen und wird

bis heute kontrovers diskutiert.

Photochemische Zerschneidung von Cyaninfarbstoffen

Hier konnte ein neuer Mechanismus chemisch entschlisselt werden, der darlegt, dass
Cyaninfarbstoffe eine Verkiirzung des konjugierten Doppelbindungssystem unterlaufen. Die
Effizienz dieser chemischen Reaktion ist dabei auch von der Mikroumgebung bzw. der
Pufferlosung abhanging. Dabei muss in weiteren Experimenten geklart werden, welchen
Einfluss diese Pufferlésungen auf diesen chemischen Mechanismus haben bzw. warum
bestimmte Pufferbedingungen diese Reaktion beglinstigen bzw. behindern. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass dieses photochemische Phdnomen der Zerschneidung von
Cyaninfarbstoffen vorteilhaft fiir die Einzelmolekiil-Lokalistaionsmikroskopie eingesetzt
werden kann. Hierbei war allerdings ersichtlich, dass die Effizienz der Umwandlung von
Cyaninfarbstoffen fiir DNA-PAINT basierende Methoden in einfachen Salzpuffern (pH ~ 7,4),
ohne weitere Zusatze, zu hoch ist (Abb. 21 und Tab. 1). Im Zusammenhang mit zukiftigen
Analysen des chemischen Einflusses der Pufferbedingungen auf die Effizienz dieser
Photozerschneidung von Cyaninfarbstoffen, missten hier weitere Optimierungsexperimente
dieser Lokalisationsmikroskopiemethode durchgefiihrt werden, wobei die Effizienz der
Cyaninfarbstoffumwandlung gesenkt werden misste. Des Weiteren kénnten hier ebenso
Dendronstrukturen, gekoppelt mit Cy5-Farbstoffen, eingesetzt werden, um via Klick-Chemie
die Kopplungsdichte an zelluldren Zielstrukturen zu erhéhen. Aus den analysierten
spektroskopischen Eigenschaften der verwendeten Dendronstrukturen ist ersichtlich, dass
diese Strukturen, wie bei den Farbstoff-gekoppelten Antikérpern, ebenso H-Dimere ausbilden
konnen (Abb. 48 und Abb. 49). Dies koénnte fir Aufnahmen dieser
Photozerschneidungsmethode im Weitfeld flr ein zeitliches Repertoire der

Farbstoffumwandlungen sorgen, da aus dem Monomer — H-Dimer Gleichgewicht vorwiegend
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monomerische Farbstoffe den Mechanismus der Photozerschneidung unterlaufen. Im
Zusammenhang mit der hohen Kopplungsdichte, des relativ geringen Kopplungsabstandes,
der Bereitstellung von mehreren Cy5 Farbstoffen je Klick-Reaktion bzw. Dendronsystem und
der relativ kleinen Kopplungsart an zelluldaren Zielstrukturen koénnten hier im Weitfeld
eventuell ebenso qualitativ hochwertige Rekonstruktionen erzielt werden, die in dieser Arbeit

an immunomarkierten zelluldaren Zielstrukturen noch nicht erzielt werden konnten.

Analyse des photophysikalischen Fingerabdruckes von Cyaninfarbstoffen

Fiir Einzelmolekiilanalysen des photophysikalischen Fingerabdruckes im Weitfeld ist eine
homogene Ausleuchtung der Proben ein kritischer Faktor. Die hier analysierten
Einzelmolekiloberflachen der DNA-Origami wurden im Weitfeld im EPI llluminationsmodus
beleuchtet um eine moglichst homogene Belichtung der Probe zu gewahrleisten. Bei einem
einfachen Weitfeldaubau ist das Anregungsprofil zumeist gaussformig und somit fallt die
Anregungsleistung zu den Randern der Belichtungsregion stark ab [106]. Dies beeinflusst
damit auch das photophysikalische Blinkverhalten der angeregten Molekiile im Fokus [106].
Um eine moglichst homogene Ausleuchtung zu erzielen, konnen zukiinftige Experimente zur
Analyse von Einzelmolekiiloberflachem im Weitfeld eine Flachfeld-Anregung (engl.: flat-field)
auf Basis eines mikroelektromechanischen Spiegels (engl.: microelectromechanical system,
MEMS) nutzen [106]. Dies wiirde zu homogenen Bedingungen der Anregung fiihren, was
unterschiedliche photophysikalische Verhalten der Farbstoffe aufgrund unterschiedlicher
Anregungsintensitdten minimieren bzw. eliminieren wirde [106]. Dariber hinaus konnte
aufgezeigt werden, dass DNA-Origami Konstrukte aufgrund niedriger
Inkorporationseffizienzen nachteilhalft flir robuste Analysen im Weifeld sind, da diese
Konstrukte Subpopulationen unterschiedlicher Farbstoffanzahlen des berechneten
Interfluorophorabstandes aufwiesen und nur ein geringer Anteil der hybridisierten Konstrukte
4-fach Cy5 markiert war. Fiir robustere und sensiblere Analysen dieses photophysikalischen
Fingerabdruckes von Cyaninfarbstoffen kdnnen allerdings zukiinftig chemisch effizient
synthetisierte Dendronstrukturen dienen (Abb. 12). Diese Dendronstrukturen kdnnten
genutzt werden, um in einem derartig definierten System, die Energielibertragungsprozesse
und -effizienzen genau zu untersuchen. Ein solches System bietet den Vorteil, dass
Interfluorophorabstdnde, dhnlich wie bei DNA-Origami Konstrukten, genau definiert werden
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konnen, aber im Kontrast dazu diese Dendronstrukturen mit hoher Effizienz chemisch
synthetisiert werden konnen. Dies resultiert in einem System bestehend aus genau
definierten Farbstoffanzahlen und Farbstoffabstdnden. Des Weiteren kdnnen die
Interfluorophorabstande in einem solchen Dendronsystem, trotz der relativ hohen
Freiheitsgrade der gekoppelten Farbstoffe, liber chemische Computerprogramme relativ
genau berechnet werden. Dariiber hinaus ist es chemisch maglich, die jeweiligen Farbstoffe
untereinander zu verknipfen. Dies wiirde die Position der Farbstoffe starr festlegen und fiir
genau definierte Interfluorophorabstande sorgen, allerdings wiirden hier die Freiheitsgrade
reduziert werden, was eventuell aufgrund der Dipolwinkel zueinander, Einfluss auf die

Effizienzen resonanter Energielibertragungswege nimmt.

Ein solches Modell zur genauen Analyse der abstandsabhangigen
Energielibertragungsprozesse von Cyaninfarbstoffen kann dabei auch relativ einfach
kommerziell durch gekoppelte lineare Oligonukleotide hergestellt werden. Im Vergleich zu
den Dendronstrukturen wiirde dieses Modell jedoch nur im zweidimensionalen Raum giiltig
sein, wohingegen die Dendronstrukturen drei Dimensionen abdecken wiirden. Des Weiteren
kann es zu Farbstoffwechselwirkungen mit Nukleotiden kommen, die die
Fluoreszenzeigenschaft und das photophysikalische Verhalten der Farbstoffe unterschiedlich
beeinflussen konnen [107, 108]. Dennoch koénnte durch ein derartiges Konstrukt aus einer
kurzen Oligonukleotidsequenz relativ einfach ein zweidimensionales molekulares
Referenzmodell bzw. molekulares Lineal des photophysikalischen Fingerabdruckes von
Cyaninfarbstoffen erstellt werden. Auch hier konnen die Abstdnde zwischen den Farbstoffen
frei gewdhlt und genau berechnet werden. Da es sich um nur eine kurze
Oligonukleotidsequenz handeln wiirde, ware die Hybridisierungseffizienz, im Vergleich zu den
komplexen DNA-Origami Konstrukten, wahrscheinlich relativ hoch. Des Weiteren kdnnte
durch biotinylierte Gegenstrange gewahrleistet werden, dass auf Einzelmolekiloberflachen,
via Avidin — Biotin Immobilisierung, nur doppelstrangige Farbstoff-gekoppelte Oligonukleotide
binden kdnnen. Mit solchen Konstrukten kénnten konfokal bzw. im Weitfeld im Flachfeld-
Belichtungsmodus mit relativ. einfachen Mitteln eine  abstandsabhdngige
Energielibertragungskurve bzw. Photoaktivierungskurve von Cyaninfarbstoffen erstellt
werden, die ein spezifisches Blinkverhalten vorhersagen, das auf die Analysen von moglichen
gekoppelten Zielstrukturen Ubertragen werden kann. Dies konnte dabei nicht nur fir

Cyaninfarbstoffe durchgefiihrt werden, sondern auch auf andere Farbstoffklassen
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angewendet werden, die ein dhnliches Blinkverhalten aufzeigen [83]. Diese Farbstoffklassen
missten allerdings zuerst auf die Anwendbarkeit der Methode getestet werden. Des Weiteren
konnte die Auswertemethode des photophysikalischen  Fingerabdruckes von
Cyaninfarbstoffen im Weitfeld weiter optimiert werden und weitere Auswerteroutinen
getestet werden. Wenn vereinfacht angenommen wird, dass jeder Cyaninfarbstoff eine
begrenzte Anzahl an Blinkereignissen zeigen kann, konnte hier zusatzlich auf zeitliche Kriterien
des abstandsabhangigen Blinkverhalten geachtet werden. Hierbei kénnte beispielsweise
zusatzlich analysiert werden, ab wann ein gewisser Prozentsatz der totalen Blinkereignisse
eines Emitters bzw. eines 4-fach markierten DNA-Origami Konstruktes erreicht ist. Falls dies
zu zuverlassigen und eindeutigen Ergebnissen fiihrt, kdnnten auch im Weitfeld unter dSTORM-
Bedingungen robuste Aussagen (Uber die Anzahl der Emitter und deren
Interfluorophorabstanden  getroffen  werden. Des Weiteren kénnten ebenso
Weitfeldaufnahmen mit einer héheren zeitlichen Auflésung des Detektors, beispielsweise
durch die Nutzung einer sCMOS Kamera, generiert werden. Hiermit kdnnte durch niedrigere
Integrationszeiten versucht werden, die schnellen Blinkereignisse kurzer Fluorophordistanzen
zu Beginn der Messung zu detektieren. Darliber hinaus weisen die erzielten Ergebnisse und
Erkenntnisse darauf hin, dass zuklinftige dSTORM-Messungen, flir robuste abstandsabhangige
Analysen, bevorzugt unter konfokalen Bedingungen mit einer hohen und sensitiven zeitlichen
Auflésung durchgefiihrt werden sollten. Dies misste ebenso mit den praparierten
biologischen Proben getestet werden, um auch hier anhand der Blinkprofile der
Cyaninfarbstoffe unterschiedlicher Interfluorophorabstinde robuste Analysen zu den

mittleren Farbstoffabstanden durchzufiihren.

Steigerung des Fluoreszenzsignals von Cyanin-gekoppelten Dendronstrukturen

Die analysierten Dendronstrukturen (Abb. 12) zeigen keine gebiindelte Emission des
absorpierten Lichts, sondern komplexe starke und schwache Farbstoffwechselwirkungen die
zu einer Reduktion des Fluoreszenzsignals fiihren (Abb. 49). Diese Molekiile zeigen
spektroskopisch ein dhnlich Verhalten wie die mehrfach Cyanin-gekoppelten Antikorper.
Daher ist davon auszugehen, dass diese Dendronstrukturen mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch unter dSTORM-Bedingungen ein vergleichbares Verhalten zeigen wie die mehrfach
markierten Antikérper und ebenso komplexe spezifische Energielibertragungsmechanismen
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aufweisen wie bei den analysierten mehrfach markierten DNA-Origami Strukturen. Diese
Energielibertragungsprozesse waren dabei fiir einen Cyanin-basierten Superemitter
hinderlich. Dies muss in zukinftige Einzelmolekiilexperimente im Weitfeld unter dSTORM-
Bedingungen analysiert werden. Hierbei konnte fiir eine homogene Ausleuchtung der Proben,
was ein kritischer Parameter fiir das Blinkverhalten im Weitfeld ist, eine Flachfeld-Anregung
genutzt werden [106]. Dartiber hinaus kénnte versucht werden, die gekoppelten Farbstoffe
so zu modifizieren und positionieren, dass diese unabhangig voneinander emittieren kénnen.
Die auftretenden starken und schwachen Farbstoffwechselwirkungen der Dendronstrukturen,
wie beispielsweise H-Dimere oder Resonanzenergielibertragungen, hangen dabei stark von
der Distanz und den Dipolwinkeln der beteiligten Farbstoffe ab [40, 41, 42, 43, 44, 94]. So
konnte einerseits der Interfluorophorabstand durch eine weitere Verlangerung der
Kohlenwasserstoffkette zum Verzweigungspunkt vergroRert werden. Wie in den Messungen
der Dendronstrukturen unterschiedlicher Kohlenwasserstoffkettenlange bzw.
Interfluorophordistanzen zu erkennen ist, hatte dies einen direkten Einfluss auf die Ausbildung
von H-Dimeren und damit auf das Fluoreszenzverhalten der Farbstoffe (Abb. 48 und Abb. 49).
Dies hatte aber eine VergroRerung des gesamten Dendronkonstruktes zur Folge und damit
einhergehend einen hoheren Abstandsfehler zur Zielstruktur, was fir hochauflésende
Methoden nachteilhaft ware. Andererseits konnten die am Dendron gekoppelten Farbstoffe
durch assymetrische Seitengruppenreste chemisch verandert werden, sodass diese Farbstoffe
sterisch beeintrachtigt werden H-Dimere auszubilden. Abhdngig vom Dipolwinkel der
beteiligten Farbstoffe, konnte dies die Emissionsintensitat steigern. Des Weiteren konnten die
Farbstoffe eines Dendrons untereinander chemisch quervernetzt werden, wodurch fixe
Dipolorientierungen entstehen wiirden. Dies kdnnte zu einer Eliminierung von H-Dimeren
fiihren und damit verbunden auch zu einer Steigerung der Emissionsintensitdt der Cyanin-
gekoppelten Dendronstrukturen. Durch komplexe Berechnungen konnten, theoretisch
betrachtet, bei einem fixen Interfluorophorabstand und nicht frei rotierenden Farbstoffen
diese so quervernetzt werden, sodass die Dipolmomente in einem Winkel zueinander stehen,
der keine oder uneffiziente Resonanzenergielibertragungseffekte erlauben wiirde [40]. Dies
wirde eine Steigerung der Emissionsintensitdt mit sich fiihren, da diese Farbstoffe unabhangig
voneinander fluoreszieren. Des Weiteren konnten die Farbstoffe vor mdoglichen
Energielibertragungsprozessen mithilfe der Supramolekularen Chemie abgeschirmt werden

[109, 110, 111]. Hierbei kénnen verschiedene ringférmige Kohlenwasserstoffmolekiile,

144



Ausblick

unterschiedlicher Durchmesser, verwendet werden, die sich um die jeweiligen Farbstoffe
legen bzw. diese einschlieBen [109, 110, 111]. Hierdurch werden diese Farbstoffe von der
jeweiligen Umgebund und deren Einfllisse abgeschirmt [109, 110, 111]. Hierzu sollten aber die
Sulfonsaurereste der am Dendron gekoppelten Cyanine entfernt werden und ungeladene
Cyanine benutzt werden, da die Ladung und die GréRe der Seitenreste hinderlich fiir eine
UmschlieBung der Farbstoffe durch die ringférmigen Molekdile ist [109, 110, 111]. Darlber
hinaus muss hier auch unter dSTORM-Bedingungen getestet werden, ob der abgeschirmte
Farbstoff photochemisch zum Schalten gebracht werden kann, oder ob die Abschirmung
verhindet, dass der Cyaninfarbstoff durch Thiole reduziert werden kann. Darlber hinaus
kdnnten auch Dendronstrukturen synthetisiert werden, die mit anderen Farbstoffklassen
gekoppelt sind, die ebenso einen Schaltmechanismus zeigen und flr stochastische
Rekonstruktionsmikroskopiemethoden geeignet sind. So kdnnten beispielsweise der Silicium-
Rhodaminfarbstoff HMSIR (engl.: hydroxymethyl silicium-rhodamine) verwendet werden, der
einen chemischen Schaltmechanismus, abhangig vom pH-Wert der Losung, aufweist und
damit nicht photochemisch induziert ist [112]. Hierdurch kénnte eine Vielzahl unabhangig
emittierender und schaltender Farbstoffen auf engen Raum an eine Zielstruktur gekoppelt

werden, die eine hohe Emissionsintensitat zeigen konnten.
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Tabelle 10: DNA-Origami Oligonukleotidsequenzen

Startpunkt Endpunkt Sequenz (5°-3") Modifikation
10[7] 8[16] CGAATTCGCCGGGTACCGATAGCATGTCAATCTACCTCGA
1[56] 3[79] GTGGATGTTCTTCTAAGTGGTTGTATATCCCATAATCGGC
9[184] 11[175] TATAACTACTTAGGTTGGGCACAAGAATTGAGAGAGACTA
17[184] 19[175] GTGAGTGAATAAATCAATAGAAACGTCACCAATACCTTTT
14[71] 18[74] ATAAATCAAGTACCTTTAATTGCTTTCGGT 3°-TCO/Cy5 (9nm)
27[8] 27[7] ATGGTGGTAGAATAGCCCGAGATACCTGTTTG
23[48] 20[56] AACTGGCTCATTATACAATCAGGT
22(71) 25([74] CATAGTAAAGTATTAAGAG 3°-TCO/Cy5 (9nm)
2[159] 1[151] GACGACAATAAACAACGAGCCAGT
21[80] 16[88] AATACTGCAAACGAGAATCACCGGAACCAGAGTATAACAG
31[16] 28[24] ATTAAAGAACGTGGACTCCCTTAT
25(80] 20[88] GACTCCTCACAGTTAAAAGAAAAATCTACGTTAGTTCAGA
26[167] 29[183] GGAGGTTTCGTAACGATCTAAAGTTTTGTTAA
13[24] 10(8] GTACCAAAGATGAACGGTAATCGTAAAACGCT
22[63] 20[48] GAGCAACACTATCATATAATAGTACTTTACCC
8[175] 11[167] CAAATCCAATCGCAAGTAGGTCTG
25[75] 27[79] GCTGACATTACCCGCTGGCTG
6[167] 9[183] TATTCTAAGCTAATATCAGAGAGATAACCTTA
25[88] 22[80] AAGAGAAGATAACGCCAAAAGGAA
25[120] 21[127] CAGTACCATTAGGAATACCACATTATCTGACAGGAGGTTG
13[88] 10[84] CAGTATGTTTTTTGAGAGAT 3°-TCO/Cy5 (6nm)
30[47] 32[24] AGACTTTTGGCTACAGCAGCATCGGAACGAGGTCCAACGT
19[112] 16[120] CTCCCTCAGAGCCGCCACTAAAGT
28[183] 28[184] TTCAGGTTTTTACATCGGGAGAAACGTAGATT
21[184] 23[175] AAACATCAGAAGATGATGAAGCCAGAATGGAATTCATTTC
25[24] 22[8] TTGGGCTTCGACGATAAAAACCAAAATAGACC
30[39] 32[48] TCATGAGGAATTCGACAACTCGTATTAAATCCGCGAAAGA
5[88] 2[80] GTGCATCTCTGAACAAGAAAAATA
31[80] 28[88] CCAAAAGGAGCCTTTACATGTTAC
24[175] 27[167] ACAAAATCGCGCAGAGTACAGTAA 5’ biotin
26[143] 31[135] GAACCGCCCGTAACACTGTAGCATTCATCGCCGAATTTCT
14[7] 12[16] AAGTGTAAGAGCCGGAAGCAGCTAAATCGGTTCGCTCACA
17[88] 14[80] TAAGAGGTTAATAGTAGTAGCATT
14[111] 17[101) GGAAGGTAAATATTACCATTTT
21[24) 19[15] CAAAAGAATCAAATATCGCGTTTTAATTCCCTTAATGAAT
33[56] 28[48] TTTGCCCGTTTTCACGAGGACTAAGAAAGAGGAAGGGAAC
14[159] 12[144] TTTACCAGCGCCAAAGACGCAAAGAAGCCCTT
29[56] 25[63] CAAAAGAAGTAACAAAGCTGCTCACTCTGAAACATGAA
13[184] 15[175] AAGACGCTCGATAGCTTAGATCAATAGAAAATCCCTTAGA
20[175] 23[167] TACATTTAACAATTTCGCGAATTA
29[152] 24[144] ATAGTTAGAGTACCGCCACCCTCACGAGAGGGTACAGGAG
17[24] 15[15] AACCAGACCAATAAAGCCTCAGAGCATAAATAGTGCCTAA
3[144] 0[152] AGCCGTTTTTATTTTCTTCTTACC
5[24] 3[15] GAACAAACAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTCTTGGGCACG
33[0] 32[16] TTGAGGATTTAGAAGTATTAGACTCAAAGGGC
6[83] 7[79] GCACCCAGCTACGCGTCTTT
23[16] 20[24] CCCTTCACCGCCTGGCAGAGGCGG
9[102] 10[102]  AAGCATTAGACCGGAGAGGG 3°-TCO/Cy5 (6nm)
11[16] 6[16] TGTTTCCTGTGTGAAAGTGCTTGTATATGTACGTGAGCGAGTAACAAC
29[88] 26[80] CCCCAGCGACAAGAACCGGATATT
5[56] 2[48] GTCACGTTTACGAGCAAAGGCGAT
15[48] 12[53] GTTTAGCTATATTTTCGAAGAGAAGCC
9[56] 6[48] CAAAAACACCTGAATCAGCCAGCT 3°-Cy5 (18nm)
2[135] 5[143] CTAATGCATCAGGAAGATCGCACT
29[24] 26[8] ACTACGAATGCCCTGACGAGAAACACCAGCAG
21[88] 18[80] GGAATCGTCGTTTTCATCGGCATT
31[144] 28[152] TTGATACCGATAGTTGTACAAACT
22[39] 25[48] TTACCAGAGAGATGGTTTAATTTCA 3°-TCO/Cy5 (9nm)
17[120] 13[119] TAATTGCTCAACCGATTGAGGGAGTACATACA
26[111] 29[111] GCCACCACCCTCATTGATTATACCAAGCGCGA
18[101] 21[111] GTAGCGCATAAATATTCATTGA
15[112] 12[117] TCATTAAAGGTGAATTAGATAGCCGAA 5" biotin
6[135] 9[143] TCCCGACTACACCCTGAACAAAGT
26(7] 24[16] GCGAAAATGTTTGCCCCAGAACGAGTAGTAAAAGTTGCAG
11[8] 11[7] GTCATAGCATTCCACACAACATACTAATCATG
33[88] 29[87] AGTAACATAGGAACAACTAAAGGATCTTTGAC
33[24] 30[8] TTACAAACAAGTTTCCATTAAACGGGTAATGT
3[16] 0[24] AATATAGGGGCCTTGACGCCCTGG
31[48] 28[56] AGGCTTTGTTGAAAATTCAATCAT
16[79] 19(79] CAATTCTGCGAACGAGTCTTTTCATAATCAAA
1[16] 0[0] AAACGACGAGTGACTCTATGATACCGACAGTG
4[143] 7[135] AGCTTTCCGGCACCGCCCAATCCA
28[111] 31[103] AATCCGCGACCTGCTCATTGTATC
22[111] 27[111] CAACTAATGAACTAACCCTTGAGTAACAGTGCATCTTTTCAGGGATAG
22[7] 20[16] AGTGAGACTTTTTCTTTTCCGAGAGGCTTTTGTTTGCGTA
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Anhang

21[56]
3[96]
5[120]
24[79]
1[24]
7[144]
3[118]
5[48]
31[168]
7[16]
30[143]
9[80]
16[183]
13[120]
2[39]
1[120]
a[15]
1[80]
18[135]
22[143]
7[104]
18[39]
21[152]
8[55]
22[167]
11[128]
26[135]
5[184]
9[120]
28[175]
8[47]
14[39]
a[47]
28[87]
5[112]
18[127]
1[88]
25[152]
8[183]
a[79]
2[167]
20[15]
30[79]
22[103]
7[112]
31[112]
26[71]
20[79]
30[103]
23[8]
12[52]
16[23]
30[7]
10[143]
10[39]
24[52]
4[175]
27[48]
32[183]
6[143]
10[63]
1[112]
13[80]
14[47]
18[7]
12[116]
28[119]
20[151]
30[71]
5[103]
10[71]
12[183]
20[47]
19[16]
24[183]
17[80]
23[128]
27[144]
18[143]
16[15]
29[184]
18[167]

18[48]
5[102]
2[112]
27[71]
3[47]
4[144]
0[120]
0[56]
32[152]
a[24]
32[120]
4[88]
16[184]
8[112]
7[47]
3[143]
1[15]
3[71]
21[143]
25[143]
11[103]
23[47]
17[159]
a[56]
25[183]
15[135]
29[143]
7[175]
6[112]
31[167]
11[39]
19[47]
7[39]
24[88]
3[117]
16[112]
3[111]
21[151]
8[184]
7[71]
5[183]
19[7]
32[56]
25[111]
4[120]
28[120]
29[79]
23[71]
32[112]
23[7]
8[56]
12[24]
28[16]
13[143]
13[47]
27[39]
7[167]
24[53]
33[191]
8[128]
9[55]
0[96]
8[88]
19[39]
17[23]
8[120]
24[117]
16[144]
32[80]
6[102]
15[79]
12[184]
23[39]
16[24]
24[184]
12[88]
27[135]
24[152]
20[128]
15[7]
30[179]
21[183]

AAATGTTTTTATTAGCGATTAAGA
TCCAAGAAGATAAGTCGCCAGTT
TATCGGCCGAACGCGCCTGTTTAT
TGCCCCCTGCCTATTTGCGCATAG
GCCAGTGCCAAGCTTTCTCAGGAGTAAGTTGGAAGGGGGA
ACGATTTTTTGTTTAAATCGTAGGAATCAGCC
AGTACCGCACAGGGCTTA
TGGGATAGGCGGGCCTTGTGCTGCTGTAGAAACAAAATAA
TACCATATCTGAATAATGGAAGGGCGCCGACA
GGGCTTAAGCTACGTGATCGGCTG
GGATTTTGTAAACAGCAACCATCGCCCACGCATAACCGAT
AAATATTTGCATTAAACCAGAGCCTAATTTGCCGCCATTC
GCTTCTGTATCCTTGAAAACATAGATAACCTT
TAAAGGTGAGCTGATAAATTAATGCGGGAGAAATAAAAAC
GTAACGCCGGCGGATTGACCGTAATTCATCAACGTCTGGC
TGTAATTTAGGCAGAGGCATTTTCATGTTCAGAACAAGCA
CACATAAATCATTTCTCTCGTCGGGTAAGCAACGGCCCTGCCATTGTA
GAATTCATGTCAACCTTATGACAATGTCCCGCCCAATCAA
GCGACAGAAGGCAGGTCAGACGAT
CCACATCAGTTGAGATGGCGGATAAGTGCCGT
AAATAAACAGGGAAGCTATTTTGTAAGGGTGA
GAAAGACTGTTTTGCCAGAGGGGGACCCTCGTATTTTAAG
ATATTCACTCGATAGCAGCACCGTCTCATCACCAGTAGCA
TAACCAATCTTCCTGTTTACCAACCGATCGGT
AGCGCAGTAGTATAGCCCGGAATAGGTGTTCG
CCATCAATATGATAATTTTAAGAAAAGTAAGCATCACCGT
ACCCTCAGGATTTGTATCCACAGA
ATCTTCTGTTTTAGTTAATAAGGCTTATCCGGCGCGAGAA
TTAACTGATGCGGGAGGTTTTGAA
TAACGTCAGATGAATATTAGAACC
AGGAACGCCATCAAAAAAATTTTT
AAATTAAGCGGAAGCAAACTCCAAGGAAGCCCCGGATTGC
CTTCGCTATTACGCCAATAATTCG
TTAGCCGGACCTTCATCAAGAGTACCGTATAA
GACGACAGCCGGAAACAAACCA
ATCAAGTTTGCCTTTATTAGAGCTACGGTGTC
GCGCACGACTTAAGTGTTTAACAACAACAATACGGGTATT
TTGATATACTCTGAATTTACCGTTTGGCCTTG
TGCTGATGAACTTTTTCAAATATATATGTAAA
CAACTGTTGGGAAGGGGCTAACGA
GTCCAGACTAGCAAGCAAATCAGATATAGTTC
TTGGGCGCCAGGGTGGAGCTGCAT
ATTGCGAAAAAAGGCTTTTGCGGGATCGTCACCCTCAGCA
GCAGATACGATTAGGATTAGCGGG
AGCCATATTATTTATCTTCTGGTG
AGCTTGCTTTCGAGGTTGATAAAT
AAATCAACTACACTAAAACACTCA
ATGACCATAAATCAAACAGTCAGG
GAATAGAATATCATTTTGCGGAACAAAGAAACATATTCGG
GCTGATTGCAAGCGGTCCACGCTGGGGCAACA
TTTATCATATATTTTAAATGCTCATTTTT
GCGTTGCGTGAGTGAGCTAACTCATTGTTATC
TCCAGTTTGGGTTGAGTGTAATACGTAATGCCAAATCAAA
AACATTCAACCGTTCTGCAACATATAAAAGAA
AGAGAATCAACATTATGACCCTGT
ATTTTAATCATTGTGAATTACGAAAGAGG
TTGAAATACCGACCGTACAAAGAA
ACGGTGTACAGACCAGCGGAACCTATT
TTATACTTCAAAATTATTTGCACGTGTTTGGAATCCTGAT
AGCGAACCAATAAGAAAGCAGCCTTTACAGAG
TTGCCTGAGAGTCTGGAAAAGCCC
CGCCAACAATTGAGAATCGCCATATCCTTAGT
TTATTACGGCAATAATGTAGGTAAAGATTCAATAAAATTC
AATTAGCAAATAACCTATTAGATACATTTCGCAAGCAAAG
GTCGTGCCCAGTCGGGAAAGAGCTTCAAAGCG
CAAAGGGAGACAGTCAAATCAAGAATAAC
TGTGTCGACAAGCCCAATAGGAACTTTAACGGGGT
CCGCCACCCCCTCAGAGCCACCACTAGAGCCAGCAAAAAC
TAATAATTAACGTTATTAATTTTAAAAGTTTGAGGCCGCT
TGAGGGGACGCCTTAAATC
TCAGGTCAGCATGATTAAGACTCCAACATCCACGCGAGCT
TCAATAGTCCTTTTTAACCTCCGGGAGAAGAG
TGACTATTATAGTCAGCTTATGCG
CGGCCAACGCGCGGGGCATTAATT
ACCAAGTTAATTACCTGAGCAAAACTTTGAAT
CCTTTTGATTGATTCCGAAAAGGTGGCATCAAGAGGAAAC
AGGTAGAAAGATTGTATGTACTGGTAATAAGTCCATGTAC
TGAGTTTCGTCACCAGTTTGATGA
AATCAGTAAACCGCCAAGAACCACCACCAGAG
CTCACTGCCCGCTTTCAGCCTGGG
AGAAATTGTAAAACAGAAACG
TGAAACCAAAACAAATAAATCCTCATTAAAAC

157

3°-TCO/Cy5 (18nm/9nm)
3°-Cy5 (3nm)

3°-TCO/Cy5 (3nm)

5’biotin

5°-TCO/Cy5 (3nm)

5’biotin
5’biotin

3°-TCO/Cy5 (18nm/6nm/3nm)

5’biotin



Anhang

10[83]
19[48]
9[152]
8[79]
a[111]
23[144]
26[48]
4[183]
11[144]
18[73]
14[135]
25[184]
13[152]
10[47]
19[104]
26[39]
1[48]
0[151]
27[16]
30[178]
1[152]
5[80]
0[191]
6[101]
14[143]
0[183]
16[175]
2[71]
30[135]
10[167]
6[39]
7[8]
11[104]
29[120]
12[175]
30[111]
33[152]
17[102]
24[116]
12[79]
31[8]
28[79]
6[15]
15[144]
9[88]
17[48]
20[183]
15[96]
33[120]
14[167]
6[71]
10[7]
1[56]

11[79]
16[48]
5[159]
11[71]
7[103]
20[152]
31[39]
4[184]
8[152]
23[79]
17[143]
27[175]
8[144]
15[39]
23[103]
29[47]
3[39]
3[135]
24[24]
33[183]
1[183]
0[88]
3[175]
13[111]
19[135]
3[167]
19[167]
5[79]
32[144]
13[183]
9[47]
7[7]
12[96]
25[119]
15[167]
32[88]
28[144]
18[102]
20[112]
15[71]
31[7]
31[71]
a[16]
12[152]
6[84]
13[63]
20[184]
19[103]
29[119]
17[183]
9[79]
8[16]
3[79]

CTACAAAGGCTAAGTAATGT
ATCAAAAAGTTTGCCATAGATTTAGTTTGACC
AATTGAGCGAACGCGAGGCGTTTTCCATTACCGCGCCCAA
TTTTTGTTAAATCAGCAATGCCTG
CAGGCAAAGCGCCATTCAGTTACA
AGCGTCATACATGGCTCCTCAGAG
ATTCAGTGAACAGATGACGAACTGACCAACTTTGTAGCAAC
TTAATGGTTAAATAAGAATAAACAACCTAAAT
GAAATAGCAATAGCTACGTCAAAA
CATAGCCCCCAGACTGGATAGCGTCCTTACGAGGACGTTGGG
GCGACATTGAATATAATGCTGTAG
CCTGATTGCAATAACGGATATCACCGTACTCACAGTACCT
ACACCACGAATAATAAGAGCAAGACAGAGGGTATGAAAAT
AGCAAACAAGAACCCTTTCAACGCAAGGATAAAAATGGTC
GGAACCGCCTCAAATGCTTTAAACAATAAAAC
ATAAGGCTGGCACCAACCTAAAAC
AAGCCAGGCCCCGCTTCTAATCTATTTACGCTGCTGGCGA
AGTATAAAGCCAACGCTCAACAGTTCATCGAG
TCCGAAATCGGCAAAACCTGAGAG
TCTTTCCAGACGTTAGTAAAGATGATGGCAATTCATCAATATA
AATAAGAGAATATAAAGTACCGACAAAAGATT
TCGTAACCAGGCTGCGTGTCTTTCCTTATCATGCTGAATT
AAGCCTGTACTAGAAACCGGAATCATAGTAAAGTAATTCTTAAGGCGT
AAGATTAACGTTTAGCTATAGCAAACGTAGAAAA
ACAAAAGGCACCGACTATGTTTTAAATATGCAACCCTCAG
TTAGTATCATATGCGTTATACAAAGTGATAAA
AAATCGTCGCTATTAAATTTGAAT
TCCTAATTGGTGTAGATGGGCGCA
CTAAACAAGGAGCGGAATTATCATCATATTCCATGACAAC
TTAAGCCCGAATAAGTTTATTTTGTCACAATT
CATTAAATCCCGGTTGATAATCAG
AGTAAACATAAAGACGGAGGATCCGTGTAATG
GAAAGGCCTTACCAGAAGGAAACC
ACAACGGAAACCGCCACCCTCAGAGTTTTGCT
GAATTTATCAAAATCATTAATTTT
CGGAGTGAGGTTTATCTCGCTGAGGCTTGCAGGGAGTTAA
TGATTATCATGAATTTTCTGTATGCAGCCCTCACAACGCC
TGCGGATGGCGCGTCAGACT 3°-TCO/Cy5 (18nm)
CAGTGGGAACAACATTATTACCCGCCGCCAGCATCCC
AACGGAATACCCAAAAATTTGGGG
AGTCCACTGAAAAACCGTCTATCAGGAACAAG
AACGAGGCGCAGACGGCTCCAAAA
CCGTCCCTCCTGGTTGCCGAACTCTGAGGATTCTCCGTGGACGCATTT
TGAGCCATTTGGGAATTCTTACCG
AAATTGTAAGTTGCTATTTT 3°-TCO/Cy5 (6nm)
CAGGTCAGGATTAGAGTACAGGCAAGGCAAAGAATACTTTTGCGGCTG
AAATTAATTTAATGGAAACAGTACAGAAAACA
TTCTGACGGAAATTATTGGAAGTTTCATTCCACCACCACC
CACCAGAACTTTCAACAGTTTCAGAACAAAGT
TCATATGGCCATTACCATTAGCAAGGCCGTAT
AATTTTATGGAAGATTGTATAAGC
CGAATTCGCCGGGTACCGATAGCATGTCAATCTACCTCGA
GTGGATGTTCTTCTAAGTGGTTGTATATCCCATAATCGGC
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Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

J(A) Uberlappungsintegral

Aabs. max Wellenlange des Absorptionsmaximums

Aem. max Wellenlange des Emissionsmaximums

T Fluoreszenzlebensdauer

Tan Fluoreszenter Anzustand

Taus Nicht fluoreszenter Auszustand

T, Amp. Mittlere amplitudengewichtete Fluoreszenzlebensdauer
Olok Lokalisationsgenauigkeit

A Akzeptor

AA engl. ascobic acid

Al647 Alexa Fluor 647

a.u. engl. arbitrary unit

COs-7 engl. CV-1 african green monkey fibroblast cell line with S V40 genes
Cy5 Cyanin 5

Cy7 Cyanin 7

D Donor

DNA engl. deoxyribonucleic acid

DNA-PAINT engl. DNA points accumulation for imaging in nanoscale topography
DOL engl. degree of labeling

dSTORM engl. direct stochastic optical reconstruction microscopy
EB Erythrosin B

EM - CCD engl. electronic multiplying carged coupled device

FCS engl. fluoreszenz correlation spectroscopy

FRC engl. fourier ring correlation

FRET Forster-Resonanz-Energietransfer

GABA-A eng. Gamma-aminobutyric acid type A

G, Dendrongeneration

GlucOx engl. glucose oxidase

Gluk2 engl. glutamate receptor of the kainate receptor family
G(t) Autokorrelationsfunktion

HEK293T engl. Human Embryonic Kidney expressing mutant version of SV40 large T-antigen
HPLC engl. high performance liquid chromatography

lan Intensitdt des Anzustandes

IC engl. internal conversion

IEDDA engl. inverse electron demand diels alder

1gG Immunglobulin G

IRF engl. instrument response function

ISC engl. intersystem crossing

KOH Kaliumhydroxid

MEA B-Mercaptoethylamin
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Abkirzungsverzeichnis

NA Numerische Aperture

NHS N-Hydroxysuccinimid

oD Optische Dichte

OX. oxidiert

PALM engl. photoactivated localization microscopy
PAMAM poly(amidoamin)

PBS engl. phosphate buffered saline

PET engl. photoinduced electron transfer

PEGa00 Polyethylenglycol 400

pH lat. pondus hydrogenii

ph (/ ms) Photonen (pro Millisekunde)

PMT engl. photomultiplier tube

PSF Punktspreizfunktion

Q engl. quenching

Qy engl. quantum yield

red. reduziert

Ref. Referenz

RESOLFT engl. reversible saturable optical linear fluorescence transitions
s Sekunden

SA (oxy) Standardabweichung (in x- und y-Richtung
Sn Singulett-Energiezustand (n = Energieniveau)
SPAD engl. single-photon avalanche diode

STED engl. stimulated emission depletion

TCO Trans-Cycloocten

TCSPC engl. time correlated single photon counting
TEM Transmissionselektronenmikroskop

(R-)Tet Tetrazin (R = Rest, H fiir Wasserstoff, Me fiir Methyl)
TIRF engl. total internal reflection fluorescence microscopy
U engl. unit

uv Ultraviolett

Vis engl. visible

w/v engl. weight per volume
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